Contribución de RNAs no codificantes pequeños del hospedador y del virus a la patología pulmonar inflamatoria causada por el coronavirus del síndrome respiratorio agudo y grave by Morales Rodríguez, María Lucía
  
 
 
 
 
 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS 
 
DEPARTAMENTO DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
 
 
CONTRIBUCIÓN DE RNAs NO CODIFICANTES 
PEQUEÑOS DEL HOSPEDADOR Y DEL VIRUS A 
LA PATOLOGÍA PULMONAR INFLAMATORIA 
CAUSADA POR EL CORONAVIRUS DEL 
SÍNDROME RESPIRATORIO AGUDO Y GRAVE 
 
 
 
 
 
TESIS DOCTORAL 
MARÍA LUCÍA MORALES RODRÍGUEZ 
MADRID, MAYO 2017 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS 
 
DEPARTAMENTO DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
 
 
CONTRIBUCIÓN DE RNAs NO CODIFICANTES 
PEQUEÑOS DEL HOSPEDADOR Y DEL VIRUS A 
LA PATOLOGÍA PULMONAR INFLAMATORIA 
CAUSADA POR EL CORONAVIRUS DEL 
SÍNDROME RESPIRATORIO AGUDO Y GRAVE 
 
 
 
Memoria presentada por la Licenciada en Bioquímica Dª María Lucía 
Morales Rodríguez, adscrita al Departamento de Biología Molecular, para 
optar al grado de Doctor en Ciencias por la Universidad Autónoma de 
Madrid. 
 
El trabajo presentado en esta Tesis Doctoral ha sido realizado en el 
Centro Nacional de Biotecnología (CNB-CSIC) bajo la codirección de los 
Drs. Isabel Sola Gurpegui y Luis Enjuanes Sánchez. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El trabajo que se describe en esta memoria ha sido realizado en el Centro 
Nacional de Biotecnología (CNB-CSIC) bajo la codirección de los Drs. Luis 
Enjuanes e Isabel Sola. 
 
 
 
Madrid, Mayo de 2017 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fdo. Luis Enjuanes Sánchez   Fdo. Isabel Sola Gurpegui 
 
AGRADECIMIENTOS 
El trabajo, esfuerzo y dedicación de muchas personas ha dado como resultado esta 
tesis. Cada una de estas personas han aportado su granito desde distintas 
perspectivas y quiero agradecerles profundamente su apoyo, confianza y cariño.  
Esta travesía comenzó cuando el profesor de investigación Luis Enjuanes apostó 
por una joven becaria a la que brindó la oportunidad de realizar la tesis doctoral. 
Desde entonces he disfrutado de un ambiente enriquecedor en el que formarme 
científica y profesionalmente, por lo que te doy las gracias de corazón, Luis. En este 
tiempo me has enseñado que en ciencia como en la vida hay que trabajar duramente 
para alcanzar nuestros objetivos y que, además, hay que saber transmitir y valorar lo 
que hacemos. Isabel, sin duda esta memoria y yo misma nos hemos forjado bajo tu 
dirección. Admiro tu buen hacer, tu plena disposición y tu carácter siempre amable. Te 
agradezco francamente la confianza que has depositado en mí y que me ha permitido 
desarrollar este proyecto en equilibrio entre tu sostén y mi independencia.  
Gracias a todos mis compañeros del laboratorio 114: los que me han acompañado 
todos estos años, los que me acompañaron y se marcharon, y los que han llegado 
después. Gracias Sonia, es un gusto trabajar junto a ti, siempre tienes la respuesta y 
siempre la ofreces con una sonrisa. Gracias Marga, por ayudarme cada vez que te lo 
he pedido, tu sabiduría y diligencia son infinitas. A Carlos, gracias por no dejar de 
sorprenderme, tu buen rollo y tus ganas de pasarlo en grande, siempre a todo 
volumen. A Raúl, gracias por ser tan buen tío, es un verdadero placer contar contigo 
dentro y fuera del trabajo, puedes estar seguro de que esta tesis es también tuya. 
Gracias Pedro, con especial cariño recuerdo mi primer año siempre juntos en el 
laboratorio, y cómo me acogiste bajo tu ala para enseñarme las bases que he usado 
desde entonces. Martina, recorrer juntas este camino ha sido una gran suerte, 
ganando en información clasificada pero sobretodo en alegría. Gracias por ser tan 
atenta, directa y luchadora, has sido un ejemplo a seguir. Gracias a todos los Joses de 
la zona A, el bondadoso José Luis, el vividor José Manuel y el bromista José Ángel. 
Charly, tu optimismo contagioso, tu vitalidad y valentía te hacen único. Gracias por las 
risas, enseñarme lo que puede dar de sí el tiempo y por ampliar los límites de mi 
mente. Alejandro, gracias por hacer llevaderas las cosas, tu apoyo continuo y tu alma 
justiciera. Javier, gracias por mostrarme que existe el compañero perfecto, eres 
impresionante en todas tus facetas, ten la seguridad de que todo llegará. Jose, gracias 
por tus gestos de cariño y admiración, y por tus historias, que cuentas de esa forma 
tan tuya con la que nos hemos reído tanto.    
Muchísimas gracias a toda la primera planta. En todo este tiempo me he cruzado 
con mucha gente por los pasillos, en cultivos, peleándonos por las centrífugas y ha 
sido genial. Entre todos me encumbrasteis como ganadora del concurso de póster del 
CNB y vuestro apoyo me emocionó. Sin olvidar lo bien que lo hemos pasado en las 
memorables cenas de departamento, cuando jugamos la final de fútbol femenino o en 
las celebraciones de congresos, artículos, cumpleaños y conciertos. Gracias a Carlos, 
Giselle, Eli, Xose, Paz, Gema, Ginés, Laura, Ale, Ana, Diego por todos los pequeños 
momentos de todos los días. Silvia, admiro tu fuerza y autenticidad, y te agradezco 
que siempre hayas estado a mi lado para hablar, salir y reír. Sara, la primera no ha 
sido igual sin tu alegría y complicidad. Lidia, siempre dispuesta, bien para una larga 
charla o una noche loca. Lili, eres un gustazo de vecina: atenta, cariñosa y sonriente; 
ánimo que ya está superado. Noe, enseguida te hiciste de querer, cómo nos hemos 
reído en el teatro, el monte y la pista de baile. Victoria, optimista y trabajadora, qué 
reconfortantes son las mini-charlas contigo. Noe, tu buen humor nos ha hecho pasar 
muchos buenos momentos en cultivos. Lázaro, el filósofo, me ha encantado escuchar 
tu proverbio de cada día en las comidas. Iborra, qué lujo de científico y de persona. 
Fernando, nos hemos reído mucho todos estos años, gracias por tus sabios consejos.  
Además, esta tesis no hubiera sido posible y, por supuesto, no hubiera sido tan 
llevadera sin la participación de mucha gente del CNB que son grandes profesionales 
y personas estupendas. Muchas gracias a BioinfoGP, en especial a Juan Carlos. Tu 
extrema meticulosidad en combinación con tu simpatía han hecho que nuestras 
muchas reuniones despertaran mi interés en la bioinformática, algo que nunca hubiera 
imaginado. Gracias a Bioseguridad, vuestra disposición nos facilita enormemente el 
trabajo diario. Gracias a Histología, Soledad y Óscar, por poner siempre de vuestra 
parte. Gracias a Confocal, Silvia y Ana, por vuestros consejos e interés. Gracias a 
Almacén, Juan Carlos y Antonio, porque bajar a comprar era un buen rato asegurado. 
Gracias a Animalario, el cuidado de los ratones se refleja en nuestros resultados. Y, en 
general, muchas gracias a todos los que silenciosamente movéis este centro: cocina, 
instrumentación, mantenimiento, viajes, compras, servicios generales, divulgación, 
biblioteca, recepción, seguridad, limpieza y todos los que se me olvidan. 
Y ya que ésta va ser la parte que se lean mis amigos y que van a entender, os 
quiero dedicar unas palabras de gratitud y de amor. Son ya muchos años los que 
llevamos juntos y mucho lo que hemos compartido, algunas cosas más duras y 
muchas otras divertidas. Deciros que estoy muy orgullosa de las personas que sois 
hoy y feliz de haber pasado mi juventud con vosotros. Aunque no siempre 
comprendáis muy bien qué hago, siempre me habéis arropado, cada uno a su manera, 
y me habéis recordado el sentido de ser científico: responder a todas las preguntas 
que se les pase por la cabeza a tus amigos sean del tema que sean. De verdad, 
muchas gracias a todos, se os quiere y se os venera: Peke, Blas, Ceci, Raúl, Alberto, 
Diego, Cuervo, Santi, Pablo, Jaime, Clarita, Pucha, Mery, Jorge, Labor, Gsule, 
Tamara, David, Anita, Javivi, Joako, Takel, Ichi, Mure, Irene, Soni, Ñus … 
Muy especialmente quiero compartir esta tesis con toda mi familia y agradeceros 
vuestro empuje y cariño desde que tengo recuerdos y hasta el día de doctorarme. Los 
valores que me habéis transmitido han sido imprescindibles para alcanzar esta meta: 
superación, alegría, compromiso, bondad. Me siento muy afortunada de teneros 
siempre a mi lado y sé que esta celebración será de todos y la recordaremos por 
mucho tiempo. Mamá y papá, muchas gracias porque en casa he disfrutado de 
vuestro apoyo incondicional, generosidad infinita y también paciencia. Marcos, gracias 
por ser un auténtico hermano, por tu honestidad y ser ejemplo de esfuerzo y valentía. 
Abuelitos, gracias por luchar tanto y hacerlo con tanta alegría. Tíos, gracias por las 
largas charlas, los ratos en la naturaleza y las barbacoas. Primos, gracias por las 
risas, confidencias y buenísimos ratos juntos. Suegros, gracias por hacerme sentir 
como a vuestra hija. Cuñaos, gracias por hacerme llegar vuestro cariño, incluso desde 
cierta distancia prudencial de seguridad. 
Para terminar, me dejo lo mejor. Guillermo, me da vértigo pensar en todo lo que 
hemos pasado juntos, me emociona que seas mi amigo, mi familia, mi amor. Quiero 
agradecerte que me hagas mejorar cada día, que me saques una sonrisa cuando 
parece imposible y que me demuestres tu amor sin descanso. Esta tesis es sin duda 
tuya porque aunque no entiendas lo que pone y aunque no la vayas a leer, tu la has 
vivido junto a mi todos estos años, celebrando las alegrías y aupando las penas. 
Muchas, muchas gracias. 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ÍNDICE
Índice 
	 1 
I. ÍNDICE…………………………………………………………………………….……………. 1 
  
II. ABREVIATURAS……………………………………………………………………………… 9 
  
III. SUMMARY….………………………………………………………………………………….. 15 
  
IV. RESUMEN….…………………………………………………………………………………... 17 
  
V. INTRODUCCIÓN……………………………………………………………………............... 19 
  
1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS CORONAVIRUS…..……………………… 19 
1.1. Clasificación taxonómica…………………...……………………………....………….. 19 
1.2. Epidemiología……..…………………………………………………………………….. 19 
1.3. Estructura del virión…………………………….……………………………................ 21 
1.4. Estructura del genoma y expresión génica……………………………….………….. 22 
1.5. Ciclo infectivo……….…………………………………………………………………… 24 
  
2. EL SÍNDROME RESPIRATORIO AGUDO Y GRAVE…………………………………….. 26 
2.1. Patología pulmonar causada por el SARS-CoV ……………………………………. 26 
2.2. Bases moleculares de la patología …………....……………………………………... 27 
2.3. Modelos animales………………………………………………………………………. 28 
2.4. Relevancia de la proteína E en la virulencia del SARS-CoV...…………………….. 29 
2.5. Terapias frente a SARS-CoV………………………………………………………….. 30 
  
3. RNAs NO CODIFICANTES……….………………………………………………………….. 31 
3.1. RNAs no codificantes celulares. Tipos, origen y función…………………………… 31 
3.2. miRNAs…………………………………………………………………………………... 33 
3.2.1. Biogénesis de los miRNAs…………...……………………………..………….. 33 
3.2.2. Mecanismo de acción de miRNAs….…………………………………………. 35 
3.2.3. Funciones de los miRNAs……..………………………………….……………. 36 
3.2.4. Identificación de dianas de miRNAs…………...…………………..………….. 38 
3.3. RNAs no codificantes virales…………………………………………………………... 39 
3.3.1. Expresión de ncRNAs en virus de genoma DNA……………...…………….. 39 
3.3.2. Expresión de ncRNAs en virus de genoma RNA…………..………………… 40 
  
VI. OBJETIVOS…………………….…………………………………………………….............. 43 
  
VII. MATERIALES Y MÉTODOS………..……………………………………………………….. 45 
  
1. CÉLULAS EUCARIOTAS…………………………………………..………………………… 45 
1.1. Líneas celulares………………….……………………………………………………… 45 
1.2. Cultivo de líneas celulares eucariotas………………………………………………… 45 
  
2. VIRUS………….………………………………………………………………………………... 45 
2.1. Aislados virales………………………………………………………………………….. 45 
2.2. Crecimiento y titulación de virus en cultivos celulares………………..…………….. 46 
  
3. BACTERIAS……………….…………………………………………………………………… 46 
3.1. Cepas y cultivos de bacterias…………………………………………………………. 46 
3.2. Generación de bacterias competentes……………………………………………….. 47 
3.3. Transformación de bacterias…………………………………………………………... 47 
  
4. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DEL DNA…………………….……………………………... 47 
4.1. Manipulación y purificación de plásmidos…………………………………............... 47 
4.2. Enzimas de restricción y modificación del DNA……………………………………... 48 
Índice 
	2 
4.3. Amplificación del DNA mediante PCR………………………………………………... 48 
4.4. Electroforesis del DNA en geles de agarosa……………………….………………... 48 
  
5. INFECCIÓN DE RATONES CON SARS-CoV...………………..………………………….. 49 
5.1. Declaración ética………………………………………………………………………... 49 
5.2. Cepas de ratón………………………………….………………………………………. 49 
5.3. Inoculación y seguimiento de la enfermedad……………………………..…………. 49 
5.4. Extracción de sangre…………………………………………………………………… 50 
5.5. Aislamiento de virus de pulmones……………………………………………………..  50 
5.6. Extracción de RNA de pulmones y suero…………………………………………….. 49 
5.7. Histopatología…………………………………………………………………..……….. 51 
5.8. Inmunohistoquímica…………………………………………………………………….. 51 
  
6. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DEL RNA…………………………………………………… 52 
6.1. Análisis del RNA extraído de pulmones……………………………………..……….. 52 
6.2. Secuenciación masiva………………………………………………………………….. 52 
6.3. Generación de cDNAs mediante RT-PCR…………………………………..……….. 53 
6.4. Cuantificación de RNAs mediante RT-PCR cuantitativa…………………..……….. 53 
6.5. Electroforesis y detección de RNA por sondas (northern blot)…………………….. 55 
6.6. Microscopía por hibridación in situ con fluorescencia (FISH)……..………………. 55 
  
7. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LOS RESULTADOS DE SECUENCIACIÓN 
MASIVA DE RNAs PEQUEÑOS Y GRANDES…………………………………………….. 57 
7.1. Filtrado, alineación y procesamiento de las secuencias de RNAs 
pequeños……………………………..………………………………………………….. 57 
7.2. Identificación y caracterización de RNAs pequeños…………………….….………. 57 
7.3. Búsqueda de dianas de RNAs pequeños……………………………………………. 58 
7.4. Filtrado, alineación y procesamiento de las secuencias de RNAs 
grandes………………………………..………………………………………...……….. 58 
7.5. Expresión diferencial de los caracteres genómicos………………….……..………. 59 
  
8. CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS…………………………………………..…..………… 59 
8.1. Construcción de plásmidos……………………………………………………………..  59 
8.2. Construcción de plásmidos para estudiar el procesamiento de svRNAs por 
enzimas celulares………………….……………………………………………………. 60 
8.3. Construcción de plásmidos para estudiar el silenciamiento de la expresión de 
un mRNA diana por svRNAs………………………….……………………………….. 61 
  
9. TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS……………………………………….………….………… 61 
9.1. Transfección reversa de inhibidores de svRNAs…………………………...……….. 61 
9.2. Transfección reversa de plásmidos………………………….……………….………. 62 
  
10. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS…………………………………………… 63 
10.1. Inmunodetección de proteínas (western blot)……………………………...………... 63 
10.2. Inmunomicroscopía de fluorescencia indirecta (inmunofluorescencia)…………… 63 
  
11. ENSAYO DE ACTIVIDAD LUCIFERASA…………………………………………………… 64 
  
12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO…………………………………………………………..………… 65 
  
VIII. RESULTADOS…………………………………………………………………………………. 67 
  
1. ANÁLISIS POR SECUENCIACIÓN MASIVA DE RNAs PEQUEÑOS NO 
CODIFICANTES EN LA INFECCIÓN DE RATONES POR SARS-CoV………………… 67 
1.1. Infección in vivo y preparación de las muestras para secuenciación 67 
Índice 
	 3 
masiva…………………………………………………………………………...……….. 
1.2. Secuenciación masiva de los RNAs de pulmones infectados por SARS-
CoV……………………………………………………………………………………….. 71 
1.3. Alineamiento de las secuencias de RNAs pequeños con genomas de 
referencia………………………………………………………………………..……….. 73 
1.3.1. Definición de loci o posiciones de alineamiento de RNAs pequeños en el 
genoma de ratón………………………………..………………………………... 74 
1.3.2. Visualización de los alineamientos de RNAs pequeños con el 
genoma…………………………………………………………………...……….. 75 
  
2. EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE RNAs PEQUEÑOS DE RATÓN (miRNAs) EN 
PULMONES DE RATONES INFECTADOS CON EL VIRUS SARS-CoV VIRULENTO 
O ATENUADO……………………………………………….………….……………………… 76 
2.1. Parámetros que definen la expresión diferencial de RNAs pequeños…...……….. 76 
2.2. Búsqueda de miRNAs diferencialmente expresados anotados en bases de 
datos……..…………………………………………………………………..…………… 78 
2.3. Búsqueda de potenciales mRNAs diana para los miRNAs diferencialmente 
expresados……………………………………………………………………...……….. 80 
2.4. Función de los potenciales mRNAs diana de los miRNAs diferencialmente 
expresados………..……………………………………………………………………... 81 
2.5. Estudio comparativo de la expresión diferencial de miRNAs y RNAs largos en 
los pulmones de ratones infectados por SARS-CoV…………...…………………… 82 
  
3. IDENTIFICACIÓN DE RNAs PEQUEÑOS DERIVADOS DEL GENOMA DE SARS-
CoV……………….…………………………………………………………..…………………. 87 
3.1. Identificación de secuencias de RNAs pequeños no codificantes derivados del 
genoma de SARS-CoV en pulmones de ratón…………..………………………….. 87 
3.2. Detección de svRNAs derivados del SARS-CoV en cultivos 
celulares……………………………………………………………………...….………. 91 
3.3. Inhibición de los svRNAs en células infectadas con el SARS-CoV con oligos 
específicos antisentido…….…………………………………………...………………. 93 
  
4. ESTUDIO DE LA BIOGÉNESIS DE LOS svRNAs DERIVADOS DEL SARS-
CoV………………….………………………………………………………………..…………. 96 
4.1. Procesamiento de los svRNAs por la maquinaria celular………………….……….. 96 
4.2. Relevancia de las enzimas celulares de procesamiento de miRNAs, Drosha y 
Dicer, en la biogénesis de svRNAs…………………………….……………………... 100 
  
5. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN DE LOS svRNAs DERIVADOS DE SARS-CoV EN LA 
REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE mRNAs CELULARES…...…..………………… 101 
5.1. Silenciamiento de la expresión de proteínas marcadoras por los svRNAs.……… 101 
5.2. Efecto esponja de los svRNAs sobre miRNAs celulares…………..……………….. 104 
5.3. Localización del svRNA-N en células infectadas con el SARS-CoV…..………….. 107 
  
6. RELEVANCIA FUNCIONAL DEL svRNA-N EN LA INFECCIÓN DE RATONES CON 
SARS-CoV…………….………………………………………………………………………... 109 
6.1. Inhibición con oligonucleótidos antisentido del svRNA-N en ratones infectados 
con SARS-CoV…………………………………………………….……………………. 109 
6.2. Efecto de la inhibición del svRNA-N en el crecimiento del virus en ratones 
infectados con SARS-CoV…………………………………………………….……….. 111 
6.3. Efecto de la inhibición del svRNA-N en la patología causada por SARS-CoV en 
ratones……………………………...………………………………….………………… 111 
  
7. BÚSQUEDA IN SILICO DE DIANAS POTENCIALES PARA LOS RNAs PEQUEÑOS 
DERIVADOS DE SARS-CoV…………………………………………………………………. 117 
Índice 
	4 
  
8. MECANISMO DE ACCIÓN POSTULADO PARA EL FUNCIONAMIENTO DE RNAs 
PEQUEÑOS NO CODIFICANTES EN LA INFECCIÓN DE PULMONES DE RATÓN 
POR SARS-CoV………….…...……………………………………………………………….. 118 
  
IX. DISCUSIÓN…………...……………………………………………………………….………. 121 
  
1. ncRNAs DEL HOSPEDADOR EXPRESADOS EN PULMONES DE RATONES 
INFECTADOS POR SARS-CoV………………………………….….………………………. 122 
  
2. ncRNAs DEL HOSPEDADOR DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS EN LA 
INFECCIÓN POR SARS-CoV-∆E ATENUADO O SARS-CoV VIRULENTO…………… 122 
2.1 Predicción de potenciales mRNAs diana de los miRNAs diferencialmente 
expresados en la infección con el virus atenuado SARS-CoV-∆E y virulento 
SARS-CoV……………………………………….…………………..………………….. 124 
2.2 Estudio integrado de mRNAs y miRNAs diferencialmente expresados en la 
infección con el SARS-CoV virulento y el atenuado………….………….…………. 126 
2.3 Nuevas aproximaciones en la identificación de mRNAs diana de miRNAs.……... 127 
2.4 Regulación de la expresión génica por miRNAs en la infección 
viral……………………………………..………………………………………..……….. 127 
  
3. svRNAs IDENTIFICADOS EN LA INFECCIÓN POR SARS-CoV…………..……………. 128 
3.1 Biogénesis de los svRNAs…………………...………………………………..………. 130 
3.2 Efecto de los svRNAs sobre el crecimiento de SARS-CoV en cultivos 
celulares………………………………………………………………………………….. 130 
3.3 Efecto de los svRNAs de SARS-CoV en el silenciamiento de mRNAs diana en 
cultivos celulares…………….………………………………….………………………. 131 
3.4 Función del svRNA-N en la infección de ratones…………..……………….……….  132 
3.5 Predicción de dianas de los svRNAs…………………………………………………. 134 
  
X. CONCLUSIONES…………….………………………...……………………………..………. 137 
  
XI. BIBLIOGRAFÍA…………………………………………….………………………….……….  139 
  
XII. ANEXO………………………..………………………………………………………..………. 165 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Índice 
	 5 
ÍNDICE DE FIGURAS  
  
Figura 1. Características morfológicas y genéticas de los coronavirus………………………. 23 
  
Figura 2. Ciclo infectivo de los coronavirus……………………………………………………… 25 
  
Figura 3. Ruta canónica de biogénesis de miRNAs celulares y silenciamiento 
postranscripcional de la expresión génica..………………………………………………………. 34 
  
Figura 4. La regulación mediada por miRNAs conforma una compleja red de 
interacciones…………………………………………………………………………………………. 36 
  
Figura 5. Caracterización de la infección de ratones con el virus virulento SARS-CoV-wt o 
el virus atenuado SARS-CoV-∆E………………………………………………………………...... 69 
  
Figura 6. Análisis de la integridad del RNA de los pulmones de ratones infectados..………. 70 
  
Figura 7. Distribución de la longitud de las secuencias obtenidas por secuenciación 
masiva de los RNAs pequeños de pulmones de ratones infectados…………………….……. 72 
  
Figura 8. Alineamiento de las secuencias de RNA de pequeño tamaño de los pulmones 
de ratones infectados obtenidas por secuenciación masiva………………….………………… 74 
  
Figura 9. Definición de locus a partir de las secuencias obtenidas por secuenciación 
masiva………………………………………………………………………………………………… 75 
  
Figura 10. Visualización del alineamiento de las lecturas de las secuenciación masiva con 
el genoma del ratón……………………………………………………………..…………….......... 76 
  
Figura 11. Expresión diferencial de RNAs pequeños en pulmones de ratones infectados 
con el virus virulento o con el atenuado……………………………………......………………… 77 
  
Figura 12. Expresión de miRNAs diferencialmente expresados en los pulmones de 
ratones infectados con el virus SARS-CoV atenuado y virulento……………………………… 80 
  
Figura 13. Red de interacciones de los miRNAs, genes diana y rutas funcionales 
reguladas durante la infección del SARS-CoV atenuado y virulento………………………….. 81 
  
Figura 14. Análisis funcional de los RNAs largos diferencialmente expresados en los 
pulmones de ratones infectados con el virus SARS-CoV-wt o con el mutante de deleción 
sin proteína E SARS-CoV-∆E……………………………………………………………………… 86 
  
Figura 15. Alineamiento de las secuencias de RNAs pequeños de pulmones de ratón con 
el genoma del SARS-CoV………………………………………………………..………………… 88 
  
Figura 16. Detección mediante RT-qPCR de los svRNAs derivados de SARS-CoV en 
pulmones y suero de los ratones infectados……………………………………………………... 91 
  
Figura 17. Detección por RT-qPCR de svRNAs derivados de SARS-CoV en células 
infectadas…………………………………………………………………………………………….. 93 
  
Figura 18. Efecto de la inhibición de los svRNAs derivados de SARS-CoV en el 
crecimiento del virus en células DBT-mACE2 infectadas………………………………………. 95 
  
 
Índice 
	6 
Figura 19. Análisis del procesamiento de los svRNAs por la maquinaria celular de splicing 
de mRNAs……………………………………………………………………………………………. 97 
 
Figura 20. Contribución de las enzimas de la vía canónica de procesamiento de miRNAs 
celulares en la biogénesis de los svRNAs derivados de SARS-CoV durante la 
infección………………………………………………………………………………………………. 100 
  
Figura 21. Capacidad de reprimir la expresión de un mRNA marcador por los 
svRNAs……………………………………………………………………………………………….. 103 
  
Figura 22. Análisis del efecto esponja de los svRNAs derivados de SARS-CoV sobre 
miRNAs celulares……………………………………………………………………………………. 105 
  
Figura 23. Detección de gránulos de estrés implicados en el silenciamiento 
postranscripcional de mRNAs en células ST infectadas con el CoV TGEV.…………………. 107 
  
Figura 24. Estudio de la localización del svRNA-N en células DBT-mACE2 infectadas por 
SARS-CoV por hibridación in situ…………………………………………………………………. 108 
  
Figura 25. Efecto de la inhibición del svRNA-N en ratones infectados con SARS-
CoV……………………………………………………………………………………………………. 110 
  
Figura 26. Efecto de la inhibición del svRNA-N en ratones infectados con SARS-CoV en la 
patología pulmonar macroscópica………………………………………………………………… 112 
  
Figura 27. Efecto de la inhibición del svRNA-N en ratones infectados con SARS-CoV en la 
histopatología pulmonar…………………………………………………………………………….. 113 
  
Figura 28. Efecto de la inhibición del svRNA-N en la distribución pulmonar de la infección 
del SARS-CoV en ratones………………………………………………………………………….. 115 
  
Figura 29. Efecto de la inhibición de svRNA-N en ratones infectados con SARS-CoV en la 
expresión de citoquinas pro-inflamatorias…………………………………………….………….. 116 
  
Figura 30. Modelo de la función del svRNA-N durante la infección de SARS-CoV….……… 118 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Índice 
	 7 
ÍNDICE DE TABLAS  
  
Tabla I. Ensayos TaqMan usados para la cuantificación por RT-qPCR de mRNAs 
celulares y RNAs pequeños (sRNA) virales y celulares………………………………...………. 53 
  
Tabla II. Oligonucleótidos usados para la cuantificación por RT-qPCR del RNA viral……… 54 
  
Tabla III. Sondas usadas para la detección de svRNAs por northern blot…………………… 55 
  
Tabla IV. Oligonucleótidos usados para la construcción de los fragmentos precursores de 
los RNAs virales pequeños (svRNAs)…………………………………….………………………. 60 
  
Tabla V. Secuencias complementarias de los svRNAs y los miRNAs controles positivos 
diseñados como diana en plásmidos para ensayos de represión con el gen reportero 
luciferasa…………………………………………………………………………….……………….. 61 
  
Tabla VI. Secuencias de miScript miRNA mimic e inhibidores de los svRNAs y miRNA 
control positivo………………………………………………………………………...…………….. 62 
  
Tabla VII. Análisis de las secuencias de RNAs pequeños de los pulmones de ratones 
infectados con SARS-CoV-wt o SARS-CoV-∆E obtenidas por secuenciación masiva……… 71 
  
Tabla VIII. miRNAs de ratón diferencialmente expresados en los pulmones de ratones 
infectados con el virus virulento SARS-CoV wt a 2 ddi respecto a no 
infectados………………………………………………………………………………………..…… 78 
  
Tabla IX. miRNAs de ratón diferencialmente expresados en los pulmones de ratones 
infectados con el virus atenuado SARS-CoV-∆E respecto al virulento SARS-CoV wt a 2 
ddi……………………………………………………………………………………………..………. 79 
  
Tabla X. Análisis de la expresión diferencial de mRNAs diana para miRNAs celulares 
diferencialmente expresados en los pulmones de ratones infectados con el virus atenuado 
SARS-CoV-∆E respecto al virulento SARS-CoV wt a 2 ddi…………………………………….. 84 
  
Tabla XI. Selección de los diez RNAs virales pequeños (svRNAs) más abundantes en los 
pulmones de ratones infectados con SARS-CoV…………………………………..……………. 89 
  
Tabla XII. RNAs virales pequeños (svRNAs) identificados por secuenciación masiva en los 
pulmones de ratones infectados con SARS-CoV y caracterizados en esta 
memoria……………………………………………………………………………………………… 90 
  
Tabla XIII. Análisis por RT-PCR del procesamiento de secuencias precursoras de la 
expresión de los svRNAs clonadas en el plásmido pEM entre los exones 1 y 2 de 
dsRed…………………………………………………………………………………………………. 99 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABREVIATURAS
Abreviaturas 
	 9 
ACE-2  enzima convertidora de angiotensina 2 
Ago2  proteína argonauta 2 
Akt  proteína kinasa B 
ALI  daño pulmonar agudo 
ARDS  síndrome de dificultad respiratoria aguda 
ATP  adenosín trifosfato 
BASC  células madre bronquioalveolares 
BSA  albúmina de suero bovino 
Calu-3  células de epitelio aéreo humano cultivadas 
Cap   7-metil-guanosina 
CCKR  receptor de colecistoquinina 
CCL2  quimioquina con motivo C-C 2 
CD4 y CD8 cúmulo de diferenciación 4 y 8 
cDNA  ácido desoxirribonucleico complementario 
ceRNA competidor endógeno de ácido ribonucleico 
CoV  coronavirus 
cpm  cuentas por millón 
CS  secuencia central conservada  
Ct  ciclo umbral 
cTRS  secuencia complementaria a la secuencia reguladora de la transcripción 
CXCL10 quimioquina con motivo C-X-C 10 
DAPI  diclorhidrato de 4’,6-diamidino-2-fenilindol 
DBT  células tumorales de cerebro de ratón 
ddi  días después de la infección  
∆E  virus con deleción en el gen E 
DENV-2 virus dengue tipo 2 
DEPC  dietilpirocarbonato 
DMEM  medio Eagle modificado por Dulbbeco 
DMSO  dimetilsulfóxido 
DMV  vesículas de doble membrana 
DNA  ácido desoxirribonucleico 
dsRNA ácido ribonucleico de doble cadena 
DTT  1,4-ditiotreitol 
E  proteína de la envuelta 
EBER  RNAs no codificantes del virus Epstein-Barr 
EBV  virus Epstein-Barr 
EDTA  ácido etilendiaminotetraacético 
Abreviaturas 
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EEO  electroendósmosis 
EGF  factor de crecimiento epidérmico 
ER  retículo endoplásmico 
ERGIC compartimento intermedio entre el retículo endoplásmico y el aparato de 
golgi 
EV  enterovirus 
FBS  suero fetal bovino  
FC  magnitud del cambio  
FDR  false discovery rate o p-valor ajustado. Proporción de falsos positivos 
FU  unidad de fluorescencia 
G418  geneticina 418 
GNRH  receptor de la hormona liberadora de gonadotropina 
GRCm38 genoma de referencia de ratón (ensamblado número 38) 
gRNA  ácido ribonucleico genómico 
HA  virus de la hepatitis A 
HCoV  coronavirus humano 
HCV  virus de la hepatitis C 
hdi  horas después de la infección 
HEPES ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfónido 
HRP  peroxidasa de rábano picante 
HSUR  RNAs no codificantes del virus herpes 
HVS  virus herpes simple 
IFN  interferón 
IKB inhibidor del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de 
las células B activadas 
IL  interleuquina 
IP  inmunoprecipitación 
IRES  sitio interno de entrada del ribosoma 
IRS1  receptor del sustrato 1 e insulina 
ISG  gen estimulado por interferón 
Kb  kilobase 
Kcal  kilocaloría 
KDa  kilodalton 
KSHV  virus herpes asociado al sarcoma de Kaposi 
Kras  oncogen homólogo del sarcoma viral de rata Kirsten 
LB  medio de cultivo Luria-Bertani 
LNA  ácido nucleico bloqueado 
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lncRNA acido ribonucleico no codificante largo 
log2  logaritmo en base 2 
M  proteína de membrana   
M24  placa de 24 pocillos 
MA  adaptado a ratón  
MAPK  proteína quinasa activada por mitógeno 
MDCK  células caninas de riñón Madin-Darby 
Mdi  multiplicidad de infección 
Mef2c  factor potenciador miocito 2C 
MERS  síndrome respiratorio de Oriente Medio 
MHV  virus de la hepatitis murina 
miRNA micro ácido ribonucleico 
mock  control sin tratamiento o sin infección 
mRNA  ácido ribonucleico mensajero 
MX1  proteína inducida por interferón de unión a GTP 
MYD88 proteína de respuesta de diferenciación mieloide 88 
N  nucleoproteína  
ncRNA ácido ribonucleico no codificante 
neg  negativo 
NF-kB factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas 
NLR  receptor tipo NOD 
NOD  dominio de oligomerización de nucleótido 
nrRNA  ácido ribonucleico no relacionado o control negativo 
nsp  proteína no estructural 
nt  nucleótido 
oncomiRNA micro ácido ribonucleico oncogénico 
ORF  fase de lectura abierta 
p100  placa de cultivo de 100 mm de diámetro 
PASR  ácidos ribonucleicos pequeños asociados a promotores 
pb  pares de bases 
PBM  motivo de unión a PDZ 
PBS  tampón fosfato salino 
PDZ proteínas de densidad post-sináptica, supresora de tumores en 
Drosophila y zonula occludens-1 
PFA  paraformaldehido 
PI3K  fosfoinositol-3-quinasa 
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piRNA  PIWI ácido ribonucleico 
PKR  proteína kinasa R 
poliA  tramo de poliadeninas 
pp1a  poliproteína 1a 
pre-miRNA precursor de micro ácido ribonucleico 
pri-miRNA micro ácido ribonucleico primario 
PRKCE proteína quinasa C tipo epsilon 
PRRSV virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino 
RFP  proteína roja fluorescente 
RIG-I  gen 1 inducido por ácido retinoico  
RIN  número de integridad del ácido ribonucleico 
RISC  complejo inductor del silenciamiento de ácido ribonucleico 
RLR  receptores tipo RIG-I 
RNA  ácido ribonucleico 
RNAi  sistema interferente de ácido ribonucleico 
RS  sentido reverso 
rRNA  ácido ribonucleico ribosomal 
RTC  complejo de replicación-transcripción 
RT-PCR retrotranscripcion y reacción en cadena de la polimerasa 
S  proteína de la espícula 
SARS  síndrome respiratorio agudo y grave 
SDS  dodecilsulfato sódico 
sfRNA  ácido ribonucleico pequeño de flavivirus 
SG  gránulo de estrés 
sgmRNA ácido ribonucleico mensajero subgenómico de polaridad positiva 
sgRNA ácido ribonucleico subgenómico de polaridad negativa 
siRNA  ácido ribonucleico interferente pequeño 
sncRNA  ácido ribonucleico no codificante pequeño 
snoRNA ácido ribonucleico nucleolar pequeño 
snRNA  ácido ribonucleico nuclear pequeño 
SOB  medio superóptimo de crecimiento de bacterias 
SSC  citrato de sodio salino 
STAT3  transductor de la señal y activador de la transcripción 3 
svRNA  ácido ribonucleico viral pequeño 
TAE  medio trisacetato con ácido etilendiaminotetraacético 
TBS  medio trisclorhídrico salino 
tdi  tiempo después de la infección 
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TGEV  virus de la gastroenteritis porcina transmisible 
TGF-β  factor de crecimiento transformable beta 
TLR  receptor tipo Toll 
Tm  temperatura de fusión 
TNF  factor necrótico tumoral 
tRNA  ácido ribonucleico transferente 
TRS  secuencia reguladora de la transcripción 
TRS-B  secuencia reguladora de la transcripción que precede a cada gen 
TRS-L  secuencia reguladora de la transcripción de la secuencia líder 
TTBS  tampón trisclorhídrico salino con Tween 
u  unidad de actividad enzimática 
ufp  unidad formadora de placa 
UTR  región no traducible 
VARNA ácido ribonucleico no codificante asociado a virus 
VEGF  factor de crecimiento endotelial vascular 
viRNA  ácido ribonucleico interferente viral 
VS  sentido viral 
VSV  virus de la estomatitis vesicular 
WNV  virus del Nilo occidental 
wt  wild type o silvestre 
Xbp1  proteína 1 de unión a una caja X 
XRN1  5’-3’ exorribonucleasa 1 
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Severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) causes lethal disease in 
humans, which is characterized by exacerbated inflammatory response and extensive 
lung pathology. The relevance of host and viral small non-coding RNAs (ncRNAs) in 
SARS-CoV pathology has been addressed by deep sequencing RNAs from the lungs 
of infected mice, which reproduce the pulmonary pathology observed in humans. The 
impact of host ncRNAs in SARS-CoV pathogenesis was studied by analyzing the 
miRNAs differentially expressed in mice infected with the virulent SARS-CoV-wt or the 
attenuated mutant SARS-CoV-∆E, only differing in the presence of the E protein 
virulence factor. Potential targets of these differentially expressed miRNAs were 
involved in biological pathways enriched for inflammatory processes and, in particular, 
inflammation mediated by cytokines, suggesting that cellular miRNAs altered by SARS-
CoV infection in the presence of E protein contributed to the regulation of the lung 
inflammatory pathology. Bioinformatics analysis of RNA sequences revealed for the 
first time in coronaviruses small RNAs generated from the SARS-CoV genome 
(svRNAs) in infected mouse lungs. Three abundant 18-22 nt svRNAs derived from the 
nsp3 (svRNA-nsp3.1 and nsp3.2) and N (svRNA-N) genomic regions of SARS-CoV, 
which represented 18% out of the total small viral sequences, were selected for further 
study. The generation of these svRNAs was confirmed by RT-qPCR in different cell 
types infected either by wt or E gene-mutant SARS-CoVs. Production of SARS-CoV 
svRNAs was cell type and host species independent, but it was dependent on the 
extent of viral replication. Biogenesis of svRNAs was independent of host RNase III 
nucleases responsible for miRNA canonical processing, suggesting the requirement of 
alternative mechanisms involving viral proteins or cellular factors induced during 
infection. The production of svRNAs in cell culture infection had a positive, although 
modest effect on SARS-CoV growth. svRNAs specifically repressed the expression of 
mRNA targets with complementary 3’ UTR sequences, suggesting a post-
transcriptional silencing effect similar to cellular miRNAs. svRNA-N also silenced 
mRNA target expression during infection. In vivo inhibition of svRNA-N with antisense 
oligonucleotides (antagomirs) intranasally inoculated in mice prior to SARS-CoV 
infection significantly reduced inflammatory cell infiltration and edema induced by 
SARS-CoV without affecting viral titers. Accordingly, a significant decrease in the 
expression of pro-inflammatory cytokines CCL2, IL-6 and CXCL10, associated with 
SARS-CoV pathology, was also observed. Together, these results indicate that 
svRNAs generated from the SARS-CoV genome contribute to lung inflammatory 
pathology and highlight the potential of svRNA-N antagomirs in antiviral therapy.  
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El virus causante del síndrome respiratorio agudo y grave (SARS-CoV) produce una 
enfermedad mortal caracterizada por una respuesta inflamatoria exacerbada y elevada 
patología pulmonar. En esta tesis se ha investigado la relevancia de los RNAs no 
codificantes (ncRNAs) del hospedador y del virus en la patología del SARS-CoV mediante 
secuenciación masiva de los RNAs de pulmones de ratones infectados, que reproducen la 
patología pulmonar observada en humanos. El impacto de los ncRNAs del hospedador en 
la patogénesis del SARS-CoV se ha estudiado analizando los miRNAs diferencialmente 
expresados en pulmones de ratones infectados con el virus virulento SARS-CoV-wt o el 
atenuado SARS-CoV-∆E, que solo difieren en la presencia de la proteína E, un factor de 
virulencia. Las dianas potenciales de los miRNAs diferencialmente expresados estaban 
implicadas en rutas celulares significativamente enriquecidas en procesos inflamatorios, y 
en particular, en inflamación mediada por citoquinas, sugiriendo que los miRNAs alterados 
en la infección en presencia de la proteína E participan en la regulación de la patología 
pulmonar inflamatoria. El análisis bioinformático de las secuencias RNA reveló por primera 
vez en coronavirus la existencia de ncRNAs pequeños derivados del genoma de SARS-
CoV (svRNAs) en los pulmones de ratones infectados. Se seleccionaron tres svRNAs entre 
los más abundantes, que representaban un 18% del total de las secuencias pequeñas 
derivadas del virus. Los svRNAs tenían un tamaño de 18-22 nt y derivaban de los genes 
nsp3 (svRNA-nsp3.1 and nsp3.2) y N (svRNA-N). Los tres svRNAs se detectaron por RT-
qPCR en distintos tipos celulares infectados con el SARS-CoV-wt o con mutantes del gen 
E y su producción dependía de los niveles de replicación viral. La biogénesis de los 
svRNAs era independiente de las RNasas III celulares responsables del procesamiento 
canónico de miRNAs, sugiriendo el requerimiento de proteínas virales o celulares inducidas 
durante la infección para su producción. Los svRNAs tenían un efecto positivo, aunque 
modesto, en el crecimiento viral en cultivos celulares. Los tres svRNAs reprimieron 
específicamente la expresión de mRNAs con secuencias diana complementarias en el 3’ 
UTR, sugiriendo un efecto de silenciamiento postranscripcional similar al de los miRNAs 
celulares. Además, el svRNA-N también silenció la expresión de mRNAs diana durante la 
infección. La inhibición del svRNA-N in vivo con oligonucleótidos antisentido (antagomirs) 
administrados intranasalmente antes de la infección redujo significativamente el edema y 
los infiltrados de células inflamatorias inducidos por SARS-CoV, destacando que no se 
afectó el título viral. Además, se observó una reducción significativa de las citoquinas pro-
inflamatorias CCL2, IL-6 y CXCL10 asociadas con la patología del SARS-CoV. En 
conjunto, estos resultados indicaron que los svRNAs derivados del genoma de SARS-CoV 
contribuyen a la patología inflamatoria pulmonar e identifican a los oligonucleótidos 
antisentido frente a svRNA-N como potencial terapia antiviral. 
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1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS CORONAVIRUS 
1.2. Clasificación taxonómica 
Los coronavirus (CoV) son virus con envuelta y con un genoma RNA de cadena 
sencilla y polaridad positiva. Pertenecen a la familia Coronaviridae, incluida en el 
orden Nidovirales. Este orden comprende cuatro familias relacionadas de forma 
distante: Coronaviridae, Arteriviridae, Roniviridae y Mesoniviridae (Fig. 1A), cuya 
característica común es la producción de RNAs mensajeros (mRNAs) subgenómicos 
3’ coterminales o anidados, lo que da nombre al orden (Carstens, 2010; de Groot y 
col., 2012; Enjuanes y col., 2008b). Los nidovirus se encuentran entre los virus RNA 
más complejos (Gorbalenya y col., 2006) e infectan un amplio rango de hospedadores 
que incluye animales invertebrados (Roniviridae y Mesoniviridae) y vertebrados 
(Arteriviridae y Coronaviridae).  
Dentro de la familia Coronaviridae, la subfamilia Coronavirinae está constituida por 
los géneros Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus 
(α, β, γ, y δ, respectivamente), que incluyen más de 20 especies que infectan 
vertebrados, entre ellos mamíferos y aves (de Groot y col., 2013). El género 
Betacoronavirus incluye el CoV humano (HCoV) causante del síndrome respiratorio 
agudo y grave (SARS-CoV) (Drosten y col., 2003; Rota y col., 2003; Stadler y col., 
2003). 
 
1.2. Epidemiología 
Tradicionalmente, los CoVs humanos se asociaban con infecciones respiratorias 
leves. De hecho, los virus HCoV-229E y HCoV-OC43 son responsables del 15% de 
los resfriados comunes y ocasionalmente de enfermedades pulmonares más graves 
en recién nacidos, personas mayores o individuos inmunodeprimidos (Garbino y col., 
2006; McIntosh y col., 1969). Sin embargo, en el año 2002, la emergencia del SARS-
CoV, que se diagnosticó en 8.422 enfermos de 32 países y dejó un balance de 916 
fallecidos (en torno a un 10% mortalidad), cambió la percepción de los CoVs y mostró 
su potencial altamente patogénico. Además, esta epidemia atrajo la atención 
mediática y científica hacia los CoVs y llevó a la identificación de nuevos CoVs 
humanos (Drosten y col., 2003; Rota y col., 2003; Stadler y col., 2003) como el HCoV-
NL63 y el HCoV-HKU1, causantes de bronquiolitis y neumonías relativamente graves 
(van der Hoek y col., 2004; Woo y col., 2005). En 2012 emergió un nuevo CoV 
humano, el virus causante del síndrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) 
(Annan y col., 2013; Assiri y col., 2013), que produce neumonías graves acompañadas 
ocasionalmente de patología renal. Hasta este momento, se han registrado 1.936 
casos en 27 países con más de 690 muertes 
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(http://www.who.int/csr/disease/coronavirus_infections/en/, 11 Abril de 2017), por lo 
que se estima una mortalidad de más del 35%, si bien el número de casos continúa en 
aumento.  
SARS-CoV y MERS-CoV son virus zoonóticos que se han transmitido al hombre 
desde otras especies animales, lo que confirma la capacidad de los CoVs para cruzar 
la barrera de especie y potencia su relevancia como patógenos humanos emergentes 
(Coleman y Frieman, 2014; Graham y col., 2013). La epidemia del SARS-CoV fomentó 
la búsqueda del posible reservorio animal del virus. Se identificaron CoVs muy 
similares al SARS-CoV en mapaches, tejones chinos, y especialmente en civetas, que 
se comercializaban en mercados de las zonas de China en las que se desarrolló la 
epidemia. Sin embargo, no se detectaron CoVs similares al SARS-CoV en ejemplares 
silvestres de estos animales. Además, el análisis de la secuencia de aislados virales 
de civetas indicaba que el virus todavía se estaba adaptando a estos animales (Kan y 
col., 2005; Song y col., 2005). Estos hallazgos sugerían que las civetas, los tejones y 
los mapaches podrían actuar como hospedadores intermedios. En 2005 se detectaron 
en murciélagos virus similares al SARS-CoV identificado en civetas y humanos (Lau y 
col., 2005; Li y col., 2005). En muchos casos estos murciélagos también se vendían en 
los mismos mercados que las civetas (Lau y col., 2005; Li y col., 2005). Recientemente 
se ha determinado que algunos CoVs aislados de murciélagos, similares al causante 
del SARS, también se replican en células humanas (Ge y col., 2013). Con todos estos 
datos se ha postulado que el virus se habría transmitido desde los murciélagos al 
hombre bien a través de las civetas, o incluso directamente. El análisis masivo de 
muestras de murciélagos de distintos continentes del planeta permitió identificar CoVs 
de distintos géneros similares a los que infectan humanos o animales (Annan y col., 
2013; Chu y col., 2008; Drexler y col., 2010; Falcon y col., 2011; Graham y col., 2013; 
Muller y col., 2007; Quan y col., 2010). Actualmente, hay evidencias suficientes para 
sugerir que los CoVs de murciélago son los ancestros más recientes de los virus 
integrantes de los géneros Alfacoronavirus y Betacoronavirus (Huynh y col., 2012; 
Woo y col., 2012). Los murciélagos, con más de 1.100 especies distribuidas por la 
mayor parte del planeta, representan un reservorio idóneo en el que pueden ocurrir 
fenómenos de recombinación entre distintos CoVs, que dan lugar a nuevos virus 
potencialmente patógenos para humanos u otros animales. El acercamiento 
progresivo de los asentamientos humanos al hábitat de estos animales ha aumentado 
las probabilidades de transmisión de virus causantes de enfermedades por salto entre 
especies. Por ello, el estudio de los mecanismos de virulencia de estos virus así como 
el desarrollo de estrategias efectivas para su prevención y terapia es una prioridad en 
salud pública. 
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1.3. Estructura del virión 
Los CoVs son virus esféricos, de entre 120 y 160 nm de diámetro, que presentan 
una envuelta lipídica en la que se inserta un conjunto de proteínas estructurales 
comunes a todos los CoVs: la proteína de la espícula (S), la proteína de membrana 
(M) y la proteína de la envuelta (E) (de Groot y col., 2012) (Fig. 1B). Además, algunos 
Betacoronavirus presentan en la envuelta viral otras proteínas específicas de especie, 
como las proteínas accesorias 3a, 6, 7a y 7b en el caso del SARS-CoV (Huang y col., 
2006; Huang y col., 2007; Schaecher y col., 2007; Shen y col., 2005). En el interior del 
virión se encuentra la nucleocápsida, formada por el RNA genómico (gRNA) unido a la 
proteína de la nucleocápsida (N) (Fig. 1B) (de Groot y col., 2012). 
La proteína S se asocia en trímeros formando las espículas, que confieren aspecto 
de corona al virión, lo que da nombre a los coronavirus (Delmas y Laude, 1990). La 
proteína S es una glicoproteína de membrana de tipo I de alrededor de 200 kDa, que 
media la unión al receptor celular, e induce la fusión de las membranas celular y viral, 
permitiendo la entrada del virus en la célula (Belouzard y col., 2012; Gallagher y 
Buchmeier, 2001). Esta proteína es la responsable de la especificidad en el tropismo 
de tejido y de especie, y la principal inductora de anticuerpos neutralizantes (Delmas y 
col., 1986; Enjuanes y col., 1987; Jimenez y col., 1986; Sanchez y col., 1990).  
La proteína M es la más abundante en la envuelta viral. En SARS-CoV es una 
glicoproteína de 29 kDa, con tres dominios transmembrana, implicada en los procesos 
de morfogénesis y ensamblaje viral (Nguyen y Hogue, 1997). Esta proteína también 
induce la producción de anticuerpos neutralizantes, aunque en menor grado que la 
proteína S (Jimenez y col., 1986). 
La proteína E es una proteína transmembrana de unos 10 kDa que se encuentra en 
los viriones en un número bajo de copias (20 moléculas por virión), pero se acumula 
abundantemente en la célula infectada donde participa, junto con la proteína M, en el 
ensamblaje y liberación de viriones (Maeda y col., 2001; Nguyen y Hogue, 1997; 
Nieto-Torres y col., 2011; Ruch y Machamer, 2012). Su requerimiento para la 
infectividad del virus es variable dependiendo de la especie de CoV. En el caso del 
virus de la gastroenteritis porcina transmisible (TGEV) y del MERS-CoV, la eliminación 
de la proteína E resulta en virus competentes en replicación pero deficientes en 
propagación, mientras que en el virus de la hepatitis murina (MHV) o el SARS-CoV, la 
proteína E no es absolutamente esencial para la maduración y liberación de partículas 
infectivas (Almazan y col., 2013; DeDiego y col., 2011; Ortego y col., 2002). Además, 
nuestro grupo ha demostrado que la proteína E de SARS-CoV es un factor de 
virulencia que forma canales iónicos (Verdia-Baguena y col., 2012) y modula la 
inflamación y la respuesta celular a estrés de retículo (DeDiego y col., 2011; Jimenez-
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Guardeño y col., 2014; Nieto-Torres y col., 2014; Nieto-Torres y col., 2015; Surya y 
col., 2015; Verdia-Baguena y col., 2012), como se describirá en detalle más adelante.  
La proteína N es una fosfoproteína de unos 40 kDa que se une al gRNA viral para 
formar la nucleocápsida helicoidal (Laude y Masters, 1995). Además de su función 
estructural, la proteína N tiene actividad chaperona de RNA (Zuñiga y col., 2009; 
Zuñiga y col., 2007) y desempeña un papel fundamental en la síntesis del RNA viral 
(Almazan y col., 2004; Schelle y col., 2005). En particular, nuestro grupo ha descrito 
que la proteína N es esencial para la transcripción discontinua de CoVs, 
probablemente porque facilita el cambio de molde durante este proceso (Zuñiga y col., 
2010). Además, la proteína N interviene en la interacción virus-hospedador, 
modulando numerosos procesos celulares como la respuesta antiviral mediada por 
interferón (IFN) de tipo I (Almazan y col., 2004; Lu y col., 2011; Thiel y col., 2003; Ye y 
col., 2007b; Zuñiga y col., 2007). 
 
1.4. Estructura del genoma y expresión génica 
El genoma de los CoVs es una molécula de RNA de polaridad positiva de unas 30 
kb, que representa el genoma viral de RNA de mayor tamaño conocido (de Groot y 
col., 2012; Enjuanes y col., 2008b). Estructuralmente, el genoma de los CoV es muy 
similar a los mRNAs celulares, dado que posee una estructura 7-metilguanosina (cap) 
en su extremo 5’ (Page y col., 1990), está poliadenilado en su extremo 3’ (Jacobs y 
col., 1986) y presenta regiones no traducidas en ambos extremos (5’ UTR y 3’ UTR) 
de entre 210 y 530 nucleótidos de longitud (Brian y Baric, 2005; Jacobs y col., 1986; 
Page y col., 1990).  
La organización básica del genoma es común a todos los miembros del orden 
Nidovirales (Fig. 1C). Las dos terceras partes, aproximadamente, del extremo 5’ del 
genoma codifican la replicasa viral en dos fases de lectura solapantes (ORF 1a y ORF 
1b), que se traducen directamente a partir del gRNA al comienzo de la infección. A 
partir de ambas ORFs, mediante un cambio en la fase de lectura del ribosoma (-1) se 
sintetizan dos poliproteínas, pp1a y pp1ab, de 500 y 800 kDa, respectivamente, que se 
procesan proteolíticamente para generar 16 proteínas no estructurales (nsps) 
implicadas en los procesos de replicación y transcripción (Gorbalenya y col., 1989; 
Ziebuhr, 2005; Ziebuhr y col., 2000). El tercio del extremo 3’ del genoma codifica las 
proteínas estructurales S, E, M y N y un conjunto de proteínas accesorias cuyo 
número e identidad difieren entre las distintas especies de CoV, siendo el SARS-CoV 
el que presenta el mayor número de ellas: 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b y 9b (Narayanan y 
col., 2008).  
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Figura 1. Características morfológicas y genéticas de los coronavirus. (A) Clasificación taxonómica 
de los CoVs en el orden Nidovirales. Se indica la familia, subfamilia y los géneros de los CoVs. (B) 
Esquema de un virión del SARS-CoV. En la envuelta se insertan las proteínas S, M y E, comunes a todos 
los CoVs, y las proteínas 3a, 6, 7a y 7b, específicas del SARS-CoV. En el interior, se muestra la 
nucleocápsida, una estructura helicoidal formada por el genoma viral (gRNA) asociado a la proteína N. (C) 
organización genómica del SARS-CoV. Arriba, esquema del genoma del SARS-CoV en el que se 
representan los genes con tamaños proporcionales. Las ORF1a y 1b ocupan dos terceras partes del 
genoma y codifican las poliproteínas pp1a y pp1ab de la replicasa, respectivamente. El tercio restante 
contiene los genes de las proteínas estructurales S, E, M y N, en color, y de las proteínas accesorias 3a, 
3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b y 9b, en gris en la figura. Abajo, representación de la colección de RNAs 
subgenómicos (sgmRNAs) positivos con extremos 5’ y 3’ co-terminales con el genoma. En color azul 
oscuro se indica el gen que se traduce. El cuadrado rojo del extremo 5’ indica la secuencia líder. Las 
líneas grises indican los sgRNAs negativos complementarios intermediarios en la síntesis de RNA. AAA, 
poliA. 
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La replicación del RNA genómico es un proceso de síntesis continua a través de un 
RNA intermediario de polaridad negativa, regulado principalmente por secuencias de 
RNA en los extremos 5’ y 3’ del genoma (Sola y col., 2015). 
Los genes del tercio 3’ terminal del genoma se expresan a partir de una colección 
de mRNAs subgenómicos (sgmRNAs) 5’ y 3’ coterminales de distintos tamaños. Estos 
sgmRNAs son estructuralmente policistrónicos pero funcionalmente monocistrónicos 
dado que, por lo general, únicamente se traduce la ORF más cercana al extremo 5’ 
(Fig. 1C) (Masters, 2006). Todos los sgmRNAs presentan en su extremo 5’ una 
secuencia líder, de 72 nucleótidos en el SARS-CoV, que también se encuentra en el 
extremo 5’ del gRNA. Esta secuencia se incorpora a los sgmRNAs mediante un 
proceso de transcripción discontinua que es único entre los virus RNA. La 
transcripción en CoVs está dirigida por las secuencias reguladoras de la transcripción 
(TRSs), formadas por un hexanucleótido central conservado (CS), flanqueado por 
secuencias variables 5’ y 3’. Las TRSs se localizan en el extremo 3’ del líder (TRS-L) y 
precediendo a cada uno de los genes virales (TRS-B, TRS del body) (Enjuanes y col., 
2006; Sawicki y col., 2007; Sola y col., 2005; Zuñiga y col., 2004). El proceso de 
transcripción se inicia copiando el extremo 3’ del genoma hasta alcanzar las TRS-B, 
que actuarían como señales de atenuación o parada para la polimerasa viral. Desde 
las TRS-B se produce el cambio de molde del RNA naciente de polaridad negativa con 
la secuencia complementaria a la TRS-B (cTRS-B) en su extremo 3’ hibridando con la 
TRS-L y copiando la secuencia del líder, completándose los RNAs subgenómicos 
(sgRNAs) de polaridad negativa. Éstos actúan de molde para la síntesis de los 
sgmRNAs de polaridad positiva (Enjuanes y col., 2007). El proceso de cambio de 
molde está regulado por varios factores, como la complementariedad entre la TRS-L y 
la cTRS-B, interacciones RNA-RNA a larga distancia que permiten la aproximación en 
el espacio de regiones distales del genoma, o interacciones RNA-proteína (Mateos-
Gomez y col., 2013; Mateos-Gomez y col., 2011; Sola y col., 2011).  
 
1.5. Ciclo infectivo 
El ciclo infectivo de los CoVs comienza con la unión de la proteína S del virus al 
receptor celular que se encuentra en la membrana plasmática, lo que permite la 
entrada del virus en la célula mediante endocitosis (Fig. 2). En el caso del SARS-CoV 
el receptor celular es la enzima convertidora de angiotensina 2 humana (hACE2) (Li y 
col., 2003; Wong y col., 2004). Posteriormente, la envuelta viral se fusiona con la 
membrana del endosoma, y se produce el desensamblaje del virión y la liberación del 
genoma viral al citoplasma, donde se traduce dando lugar a las poliproteínas pp1a y 
pp1ab (Lai y Cavanagh, 1997; Perlman y Netland, 2009). Éstas se autoprocesan por 
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proteasas virales, generando 16 nsps que, junto con la proteína N y proteínas 
celulares, forman el complejo de replicación-transcripción (RTC). Este complejo se 
ensambla en vesículas de doble membrana (DMVs) originadas a partir del retículo 
endoplasmático celular (ER) (Knoops y col., 2008), donde se produce la síntesis de 
RNA, que incluye la replicación del genoma viral y la transcripción de los sgmRNAs 
(Enjuanes y col., 2006; Sawicki y Sawicki, 1990; Zuñiga y col., 2010). A partir de los 
sgmRNAs se traducen las proteínas virales estructurales y accesorias. Las proteínas 
S, M y E se integran en la membrana del ER y se transportan hasta las cisternas del 
compartimento intermedio (ERGIC) (Stertz y col., 2007; Tooze y col., 1984). 
Paralelamente, la proteína N se asocia con los genomas progenie formando las 
nucleocápsidas helicoidales, que se incorporan en las partículas virales a través de la 
interacción entre la proteína N y el dominio C-terminal de la proteína M. Esta 
interacción conduce a la invaginación de la membrana del ERGIC alrededor de las 
nucleocápsidas, formando los viriones inmaduros (Narayanan y Makino, 2001; 
Sturman y col., 1980). Los viriones progenie son transportados a través de las 
cisternas del aparato de Golgi, donde se produce su maduración conforme progresan 
a través de la ruta secretora (Salanueva y col., 1999). Finalmente, las vesículas que 
contienen los viriones maduros se fusionan con la membrana plasmática y la progenie 
viral se libera al medio extracelular (Tooze y col., 1987).  
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Figura 2. Ciclo infectivo de los coronavirus. El virión entra en la célula por endocitosis mediada por 
unión al receptor celular ACE2 y se desensambla liberando el genoma al citoplasma, donde se traducen 
las ORF1a y ORF1b. Las poliproteínas del gen de la replicasa pp1a y pp1ab se autoprocesan y sus 
subunidades o proteínas no estructurales (nsps) forman los complejos de síntesis de RNA en las 
vesículas de doble membrana (DMV) en las que se produce la replicación del gRNA y la transcripción de 
los sgmRNAs (RTC). Los RNAs subgenómicos virales se traducen en el retículo endoplasmático (ER) y 
las proteínas estructurales S, M y E se integran en la membrana del ER. Después se transportan a las 
cisternas del compartimento intermedio (ERGIC), junto con las nucleocápsidas helicoidales formadas por 
el RNA genómico viral y la proteína N, donde comienza el ensamblaje de los viriones inmaduros. Los 
viriones maduran siguiendo la ruta secretora a través del aparato de Golgi (AG) y se liberan al exterior al 
fusionarse la membrana plasmática con la de las vesículas del AG. 
 
2. EL SÍNDROME RESPIRATORIO AGUDO Y GRAVE 
2.1. Patología pulmonar causada por el SARS-CoV 
El síndrome respiratorio agudo y grave causado por el SARS-CoV se caracteriza 
como una neumonía atípica de curso muy heterogéneo, que en parte depende de la 
intensidad de la respuesta del hospedador a la infección (Tang, 2009). La enfermedad 
cursa inicialmente con fiebre, mialgia, malestar general, escalofríos, estornudos y 
ocasionalmente diarrea (Zhao y col., 2003). Un tercio de los pacientes infectados se 
recuperan, mientras que el resto sufren fiebres persistentes, taquipnea e hipoxemia, 
necesitando muchas veces cuidados intensivos y respiración asistida. En el 10% de 
los pacientes jóvenes y en más del 50% de personas mayores de 65 años la 
enfermedad termina produciendo fallo respiratorio, fallo multiorgánico y sepsis que 
conducen a la muerte (Donnelly y col., 2003). Algunos marcadores asociados con un 
curso severo y fatal de la enfermedad incluyen además de la edad, el elevado número 
de neutrófilos y de lactato deshidrogenasa en suero (Tang, 2009). 
El análisis histopatológico de muestras de pulmón de pacientes fallecidos por el 
SARS reveló la presencia de daño alveolar difuso, descamación de los epitelios 
pulmonares, formación de membranas hialinas y acumulación de edema (Franks y 
col., 2003; Nicholls y col., 2003; Peiris y col., 2003). Estos signos inflamatorios son 
característicos de las patologías conocidas como daño pulmonar agudo (ALI) y su 
forma más severa, el síndrome de dificultad respiratoria aguda (acute respiratory 
distress syndrome, ARDS). El ARDS, ocasionado frecuentemente por infecciones que 
causan neumonía y otras veces por traumas severos o tóxicos, afecta anualmente a 
más de 200.000 personas sólo en Estados Unidos, causando la muerte del 40% de los 
pacientes (Matthay y Zemans, 2011). El virus SARS-CoV infecta células bronquiales y 
bronquiolares, células alveolares de tipo I y II y, de forma menos productiva, 
macrófagos alveolares (Frieman y col., 2008; Hsiao y col., 2005; Nicholls y col., 2006; 
Shieh y col., 2005; Ye y col., 2007a). Los epitelios respiratorios infectados producen 
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citoquinas, que activan una respuesta inflamatoria, amplificada por los macrófagos. 
Las citoquinas atraen quimiotácticamente células leucocitarias, principalmente 
neutrófilos, hacia los pulmones infectados. Una vez allí, los neutrófilos liberan 
compuestos oxidantes, radicales libres, proteasas, leucotrienos y otras moléculas pro-
inflamatorias que aumentan la permeabilidad del endotelio vascular causando la 
extravasación masiva de neutrófilos y de líquido hacia el parénquima pulmonar 
(Matthay y Zemans, 2011). La acumulación de un edema rico en proteínas en las vías 
respiratorias impide un intercambio gaseoso eficiente, ocasionando hipoxemia y 
eventualmente la muerte del individuo afectado. 
 
2.2. Bases moleculares de la patología  
La respuesta inmune innata representa la primera línea de defensa frente a las 
infecciones virales (Parkin y Cohen, 2001). Es responsable de elaborar un proceso 
inflamatorio clave en la resolución de la infección local y de estimular la respuesta 
inmune adaptativa, que participará más específica y activamente en re-infecciones 
posteriores. La respuesta inmune innata no es específica de patógenos, sino que se 
activa inicialmente por el reconocimiento de patrones moleculares asociados a la 
infección, principalmente a través de tres tipos de receptores: (1) Tipo Toll (TLR); (2) 
Tipo gen inducible por ácido retinoico I (RIG-I) o RLR; y (3) Tipo dominio de 
oligomerización de nucleótido (NOD) o NLR. Como consecuencia de su activación, se 
inducen cascadas de señalización que activan a factores de transcripción, como el 
factor regulador de interferón (IFN) 3 (IRF3) y el factor nuclear potenciador de las 
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB). IRF3 promueve la 
producción de IFN de tipo I, mientras que NF-kB induce la expresión de citoquinas pro-
inflamatorias, que modulan la respuesta inflamatoria (Thiel y Weber, 2008). Las 
moléculas de IFN I (α/ß) se secretan y se unen a sus receptores en otras células 
vecinas en las que la cascada de señalización JAK-STAT induce la expresión de 
genes estimulados por IFN (ISG), que ejecutan acciones antivirales e 
inmunomoduladoras. 
El balance de los componentes pro- y anti-inflamatorios de la respuesta inmune 
innata inducida es crítico en la evolución del proceso infeccioso y el desarrollo de la 
enfermedad. Mientras que una respuesta inflamatoria regulada es muy efectiva en el 
control de la infección local, la descompensación de alguno de sus componentes 
puede conducir a patología inflamatoria. De hecho, en los pacientes que morían por 
SARS-CoV se detectaban en sangre altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias de 
fase temprana como interleuquina (IL) IL-1β, el factor necrótico tumoral (TNF), así 
como las de fase tardía IL-6, y las quimioquinas CXCL10 y CCL2 e IFN-γ (Tang, 
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2009). Estos mediadores de la respuesta inmune innata también estaban aumentados 
en el tejido pulmonar y jugaban un papel fundamental en la patología de la 
enfermedad (Channappanavar y col., 2016; Tisoncik y col., 2012). 
Por otra parte, los síntomas respiratorios del SARS se agravan a tiempos tardíos de 
la infección, incluso después de que el virus se haya eliminado del organismo, lo que 
indica que el síndrome respiratorio agudo tiene un fuerte componente 
inmunopatogénico (Perlman y Netland, 2009). Los coronavirus SARS-CoV, MERS-
CoV y otros virus respiratorios altamente patogénicos, como algunas cepas de gripe, 
activan una respuesta pro-inflamatoria exacerbada en el parénquima pulmonar, 
asociada con la destrucción de las barreras epiteliales y la severidad de la enfermedad 
(Tisoncik y col., 2012).  
 
2.3. Modelos animales 
El establecimiento de modelos animales para el SARS-CoV ha sido clave para el 
estudio de los mecanismos moleculares de la patogénesis viral y la búsqueda de 
vacunas o terapias frente a la enfermedad. Aunque el SARS-CoV replica de forma 
eficiente en ratones, hámsters, hurones, gatos, civetas y primates, estos modelos solo 
reproducen parcialmente los síntomas de la enfermedad humana. Únicamente los 
primates no humanos susceptibles a la infección por SARS-CoV como el macaco 
Rhesus, el mono cynomolgus, el tití, y el mono verde africano (Fouchier y col., 2003; 
Greenough y col., 2005; McAuliffe y col., 2004) desarrollan cambios histopatológicos 
en el pulmón, que incluyen el daño alveolar difuso y la infección de células alveolares. 
Además, al igual que sucede en humanos, la enfermedad es más grave en los 
animales de edad avanzada. Sin embargo, el coste y la baja disponibilidad de estos 
animales, así como el hecho de tratarse de primates, ha limitado su uso y ha hecho 
necesaria la búsqueda de modelos animales de pequeño tamaño. 
Los ratones son susceptibles a la infección por cepas epidémicas del SARS-CoV, 
como la cepa Urbani, capaces de usar eficientemente el receptor ACE2 murino 
(mACE2) (Graham y col., 2013). Sin embargo, únicamente experimentan una 
enfermedad respiratoria moderada y con pérdida de peso muy limitada (<5%). Para 
mejorar el modelo murino de forma que reprodujera la enfermedad en humanos se 
obtuvo un SARS-CoV adaptado a ratón (MA), SARS-CoV-MA15, mediante 15 pases 
seriados de la cepa Urbani de SARS-CoV en pulmones de ratones BALB/c (Day y col., 
2009; Nagata y col., 2008; Roberts y col., 2007). El SARS-CoV-MA15 posee, respecto 
a la cepa Urbani, 6 mutaciones puntuales en su genoma, localizadas en los genes 
nsp5 (dos mutaciones), nsp9, nsp13, S y M (Roberts y col., 2007). Las regiones 
génicas que codifican las proteínas nsp13, S y M también evolucionaron durante la 
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epidemia incorporando cambios para la adaptación del SARS-CoV a la población 
humana, lo que sugiere que están implicadas en el tropismo de especie (Chinese-
Consortium, 2004). El SARS-CoV-MA15 induce en ratones convencionales los 
principales signos patológicos característicos del ARDS observados en humanos, 
causando una enfermedad respiratoria aguda y letal más grave en animales de edad 
avanzada que en animales jóvenes (Roberts y col., 2007). En este trabajo, se ha 
utilizado como modelo experimental el virus SARS-CoV-MA15 y ratones BALB/c. 
 
2.4. Relevancia de la proteína E en la virulencia del SARS-CoV 
La proteína de la envuelta E se sintetiza abundantemente durante la infección de 
los CoVs, si bien solo una pequeña fracción se incorpora en la partícula viral (Ruch y 
Machamer, 2012), lo que sugiere un papel importante en la fase celular del ciclo 
infectivo viral. La proteína E participa activamente en la morfogénesis del virus, 
aunque su requerimiento es variable dependiendo de la especie de CoV. En SARS-
CoV, la proteína E no es esencial para la producción viral, aunque el virus 
recombinante sin proteína E (rSARS-CoV-ΔE) se replica con títulos entre 20-200 
veces inferiores, dependiendo del tipo celular infectado (DeDiego y col., 2007).  
Nuestro grupo ha estudiado extensamente las funciones de la proteína E de SARS-
CoV, demostrando que es un factor de virulencia. El virus rSARS-CoV-ΔE está 
atenuado en varios modelos animales y administrado como vacuna confiere protección 
frente a la infección con el virus SARS-CoV-MA15 virulento (DeDiego y col., 2007; 
DeDiego y col., 2008; Fett y col., 2013; Lamirande y col., 2008; Netland y col., 2010). 
El estudio del mutante rSARS-CoV-ΔE ha permitido identificar funciones y rutas de 
señalización celulares en las que participa la proteína E, que contribuyen a la 
virulencia de SARS-CoV. El análisis de la expresión génica diferencial en células 
infectadas con el virus rSARS-CoV-ΔE, con respecto al virus parental que expresa la 
proteína E, mostró que en ausencia de proteína E aumentaba la expresión de genes 
implicados en la respuesta de estrés celular (DeDiego y col., 2011). La deleción del 
gen E también disminuye la expresión de genes de la respuesta pro-inflamatoria 
inducida por el SARS-CoV, que es la principal responsable de la patología pulmonar, 
lo que indica que la reducción en la inflamación estaría contribuyendo a la atenuación 
viral. La respuesta inflamatoria exacerbada asociada a la virulencia de SARS-CoV 
está regulada principalmente por NF-κB, y la inhibición de esta ruta de señalización 
con fármacos aumenta la supervivencia de los animales infectados (DeDiego y col., 
2014). Nuestro grupo ha identificado dominios funcionales de la proteína E que 
contribuyen a la patogénesis del virus y ha caracterizado los mecanismos celulares 
implicados. Para localizar esas regiones se han obtenido por genética reversa virus 
Introducción 
	30 
con deleciones o mutaciones en el gen E que afectan al dominio amino terminal y a 
distintas regiones del dominio carboxilo terminal (Regla-Nava y col., 2015). Se ha 
demostrado que la actividad canal iónico de la proteína E es un factor responsable de 
la virulencia del SARS-CoV mediante la activación del inflamasoma vía IL-1β (Nieto-
Torres y col., 2014). Además, se ha confirmado la relevancia en patogénesis del 
motivo de unión a dominios PDZ (PBM) localizado en el extremo C-terminal de la 
proteína E. Los motivos PBM pueden interaccionar potencialmente al menos con 256 
dominios PDZ presentes en 145 proteínas celulares, superando las 400 al incluir las 
distintas isoformas de estas proteínas (Belotti y col., 2013). Estos dominios participan 
en interacciones proteína-proteína implicadas en una gran variedad de procesos 
celulares y su desregulación se asocia con alteraciones patológicas de la función 
celular. En la infección por SARS-CoV, el motivo PBM de la proteína E interacciona 
con la proteína sintenina, implicada en la activación de la proteína kinasa activada por 
mitógeno (MAPK), p38-MAPK, y en la expresión de citoquinas pro-inflamatorias.  
 
2.5. Terapias frente a SARS-CoV  
Actualmente, no existen terapias frente a la infección por SARS-CoV que hayan 
sido aprobadas por las agencias reguladoras, aunque sí algunos candidatos a 
antivirales y vacunas prometedoras. Durante la epidemia del SARS-CoV, el 
tratamiento de los pacientes infectados por el virus, que en su mayoría presentaban un 
síndrome respiratorio grave, se limitó a cuidados paliativos. La utilización de IFN de 
tipo I junto con esteroides, que disminuyen la inflamación, mejoró los niveles de 
saturación de oxígeno y las lesiones pulmonares (Loutfy y col., 2003). Posteriormente 
se demostró que el IFN-α pegilado disminuye la replicación del virus en macacos 
(Haagmans y col., 2004). En nuestro laboratorio se ha determinado que inhibidores de 
NF-κB (DeDiego y col., 2014) y de p38-MAPK (Jimenez-Guardeño y col., 2014) 
disminuyen significativamente la inflamación y el edema pulmonar inducido por el 
SARS-CoV en el modelo de ratón, aumentando la supervivencia.  
Muchos de los esfuerzos en la búsqueda de terapias se han centrado en el 
desarrollo de vacunas eficaces y seguras, incluso en personas de edad avanzada, 
especialmente susceptibles a la enfermedad causada por el SARS-CoV. Se han 
probado en modelos animales distintas fórmulas vacunales basadas en virus 
inactivados, vacunas subunidad de proteínas virales o DNA, vectores virales y virus 
vivos atenuados, algunas de ellas con buenos resultados (Enjuanes y col., 2008a; 
Enjuanes y col., 2016; Graham y col., 2013). Sin embargo, con frecuencia, las vacunas 
subunidad y las basadas en virus inactivados inducen eosinofilia y aumento de la 
infectividad dependiente de anticuerpos (Tseng y col., 2012). Nuestro grupo generó el 
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primer candidato vacunal para SARS-CoV utilizando el virus atenuado rSARS-CoV-
ΔE. La inmunización con este virus confiere protección en hámsters, ratones 
transgénicos que sobre-expresan hACE2, y además, en ratones BALB/c de edad 
avanzada desafiados con el virus virulento adaptado a ratón SARS-CoV-MA15 (Fett y 
col., 2013; Lamirande y col., 2008; Netland y col., 2010). El candidato vacunal rSARS-
CoV-ΔE induce la producción de altos títulos de anticuerpos neutralizantes, así como 
una respuesta eficiente de células T CD4+ y CD8+, resultando en una disminución del 
daño pulmonar, la inflamación, la acumulación de edema y la replicación viral después 
del desafío con el virus virulento, lo que protege completamente los animales frente a 
la infección (Fett y col., 2013). Este modelo de vacuna viva atenuada puede ser 
aplicable al desarrollo de candidatos vacunales para otros CoVs altamente 
patogénicos como el MERS-CoV (Almazan y col., 2013) o para nuevos virus 
emergentes. Las vacunas basadas en virus vivos atenuados en general proporcionan 
una inmunidad más efectiva y duradera, aunque requieran medidas especiales de 
seguridad para prevenir la reversión a virus virulentos, como la introducción de 
mutaciones atenuantes adicionales en posiciones distantes del genoma viral (Jimenez-
Guardeño y col., 2014).  
 
3. RNAs NO CODIFICANTES 
3.1. RNAs celulares no codificantes. Tipos, origen y función. 
Tradicionalmente, los únicos ncRNAs conocidos eran los tRNAs y rRNAs, que 
participan en la síntesis de las proteínas, y los RNAs nucleares pequeños (snRNAs), 
que forman parte del complejo de procesamiento de RNAs o spliceosoma (Cech y 
Steitz, 2014). Sin embargo, en los últimos años, a medida que la tecnología ha 
evolucionado y la sensibilidad de los métodos de secuenciación del genoma ha 
aumentado, se ha comprobado que por cada gen que codifica una proteína hay cuatro 
genes que se transcriben y no se traducen (Mercer y col., 2009). De hecho, el 98% del 
genoma de mamíferos es no codificante y se transcribe para generar ncRNAs (Wilusz 
y col., 2009). El hecho de que su expresión varíe entre distintos tejidos y momentos 
del desarrollo indica que los ncRNAs necesariamente están regulados y deben 
desempeñar una determinada función en los organismos (Ponting y col., 2009). Se ha 
establecido una relación directa entre la cantidad relativa de secuencias del genoma 
que dan lugar a ncRNAs y la complejidad de un organismo (Taft y col., 2007). Esta 
observación sugiere que en los organismos más complejos la evolución ha conducido 
a sistemas sofisticados para regular de forma muy precisa la diversidad en la 
expresión génica durante la ontogenia multicelular, así como en una gran variedad de 
procesos celulares (Cech y Steitz, 2014). El creciente conocimiento de la función de 
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los ncRNAs ha desterrado la idea inicial de que estos RNAs eran solo ruido 
transcripcional. 
Los ncRNAs de mayor tamaño (más de 200 nt) se denominan ncRNAs largos 
(lncRNAs), se localizan tanto en el núcleo como en el citoplasma (Atkinson y col., 
2012) y tienen funciones reguladoras de la expresión génica tanto en la transcripción 
como postranscripcionalmente (Mercer y col., 2009). Los lncRNAs actúan como 
reguladores transcripcionales por distintos mecanismos: 1. Regulación epigenética por 
asociación con enzimas de remodelación de la cromatina; 2. Unión directa a 
promotores de genes y reclutamiento de proteínas de unión a RNA que activan o 
reprimen la expresión del gen; 3. Como cofactores que se unen a factores de 
transcripción; 4. Por interacción con la RNA polimerasa II, lo que tiene un efecto 
generalizado en transcripción. Los lncRNAs también contribuyen a la regulación 
epigenética de la expresión génica postranscripcionalmente, como lncRNAs 
antisentido que se unen a secuencias complementarias de intrones o mRNAs y 
modulan el procesamiento, la traducción o la estabilidad de mRNAs (Geisler y Coller, 
2013; Mercer y col., 2009).  
Los ncRNAs de menor tamaño (menos de 200 nt) denominados ncRNAs pequeños 
(sncRNAs) conforman un extenso y diverso sistema de regulación en las células de 
organismos multicelulares desde los más primitivos, como las esponjas, hasta los más 
evolucionados, como los mamíferos (Taft y col., 2010). Existen muchas clases de 
sncRNAs que intervienen en la regulación postranscripcional de la expresión génica 
por distintos mecanismos. Los RNAs endógenos interferentes pequeños (siRNAs) 
derivan de RNAs virales de doble cadena que se procesan en fragmentos de 21-24 nt 
y se unen a secuencias complementarias de RNAs diana modulando su silenciamiento 
por nucleasas de la familia Argonauta (Ago) (Aliyari y Ding, 2009). Este sistema de 
defensa antiviral (RNAi) es característico de plantas, artrópodos y nematodos (Zamore 
y Haley, 2005). Aunque los cordados, que incluyen a los vertebrados, conservan la 
maquinaria de interferencia RNAi, han evolucionado hasta adquirir un sistema antiviral 
mediado por proteínas y denominado sistema de IFN tipo I (Benitez y col., 2015; 
tenOever, 2016). 
Los RNAs que interaccionan con PIWI (piRNAs) silencian elementos transposones 
en la línea germinal de mamíferos (Sarkar y col., 2017). Los RNAs pequeños 
asociados a promotores (PASR) y RNAs de inicio de transcripción regulan la 
transcripción génica (Taft y col., 2010). Los RNAs pequeños nucleolares (snoRNAs) 
forman complejos de ribonucleoproteínas y guían las modificaciones 
postranscripcionales del rRNA. Además, pueden procesarse generando RNAs 
derivados de snoRNAs (sdRNAs) con diversas funciones, incluyendo la represión de la 
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traducción de forma similar a microRNAs (miRNAs) (Mleczko y Bakowska-Zywicka, 
2016). Los RNAs pequeños más estudiados son los miRNAs, que comprenden una de 
las clases más abundantes de moléculas reguladoras de la expresión génica en 
organismos multicelulares, que se describen a continuación.  
 
3.2. miRNAs 
Los miRNAs son RNAs endógenos no codificantes de 21-25 nt que actúan como 
reguladores postranscripcionales de la expresión génica (Fig. 3) y se han detectado en 
distintos organismos incluyendo plantas, moscas, gusanos, animales superiores y 
virus (Bushati y Cohen, 2007) (Bartel, 2004). El primer miRNA descrito, lin-4, se 
descubrió en el invertebrado C. elegans y regulaba la transición entre las fases del 
desarrollo larvario al unirse a secuencias complementarias del mRNA lin-14 
reprimiendo su traducción (Lee y col., 1993). Desde entonces, el número de miRNAs 
descubiertos en distintos organismos y su multiplicidad de funciones no ha dejado de 
crecer. Los miRNAs controlan procesos biológicos tan variados como el desarrollo de 
hojas y flores en plantas, la proliferación y muerte celular en moscas, el patrón 
neuronal en nematodos o la diferenciación del linaje hematopoyético en mamíferos 
(Bartel, 2004).  
 
3.2.1. Biogénesis de los miRNAs 
Los miRNAs se expresan a partir de distintas regiones del genoma que incluyen: (i) 
regiones intergénicas distantes de genes, por lo que se expresan en unidades 
transcripcionales independientes; (ii) intrones, denominados mirtrones, que permiten la 
expresión coordinada a partir del mismo RNA del miRNA y el mRNA regulado (Kim y 
Kim, 2007; Sibley y col., 2012). El procesamiento por el spliceosoma genera un lazo 
que deriva en el precursor del miRNA, por lo que no se requiere la acción del enzima 
Drosha. Aproximadamente el 75% de los miRNAs proceden de regiones intergénicas. 
Su biogénesis comienza con la transcripción por la RNA polimerasa II del miRNA 
primario (pri-miRNA), un RNA de varios cientos de nt de longitud que contiene una 
estructura de doble cadena (dsRNA), formando una horquilla (Fig. 3). Esta estructura 
de dsRNA es reconocida en el núcleo por el complejo microprocesador, que incluye el 
enzima RNAsa III Drosha. Esta endonucleasa corta el RNA a ambos lados de la 
horquilla para liberar el precursor del miRNA (pre-miRNA) (Bushati y Cohen, 2007), de 
unos 60-70 nt. El pre-miRNA tiene una estructura en horquilla, con un tallo en el que 
hibridan dos cadenas de RNA de unos 22 nt parcialmente complementarios, 
separados por un lazo (Kozomara y Griffiths-Jones, 2011). La Exportina V transloca el 
pre-miRNA al citoplasma, donde es procesado por la enzima RNAsa III Dicer, que 
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separa el lazo del dúplex imperfecto, liberando los dos miRNAs denominados brazo 5p 
y brazo 3p, de unos 22 nt cada uno. Potencialmente, ambos miRNAs son funcionales 
(Pink y col., 2015). Sin embargo, habitualmente es uno de ellos el que se encuentra en 
la célula en niveles significativamente más altos, indicando que es más estable y 
podría tener más relevancia funcional. Este miRNA se denomina miRNA maduro, 
mientras que el miRNA parcialmente complementario se denomina pasajero o 
miRNA*. Aunque el miRNA maduro es el que más frecuentemente realiza la función, 
también se han encontrado algunos miRNAs pasajeros funcionales (Mah y col., 2010).  
 
             
 
Figura 3. Ruta canónica de biogénesis de miRNAs celulares y silenciamiento postranscripcional de 
la expresión génica. (A) La RNA polimerasa II transcribe los genes de miRNAs celulares, generando los 
Introducción 
	 35 
miRNAs primarios (pri-miRNA). Los pri-miRNAs tienen en su extremo 5’ la estructura Cap y en el extremo 
3’ una cola poliA y son procesados por el complejo microprocesador, formado por la RNasa III DROSHA y 
otras proteínas como DGCR8, que libera los precursores de miRNAs (pre-miRNA). Los precursores tienen 
una estructura característica en horquilla formada por una pareja de miRNAs que hibridan parcialmente y 
son transportados al citoplasma por la Exportina V. En el citoplasma, los precursores son procesados por 
la RNasa III DICER, que libera el dúplex del miRNA, formado por el miRNA maduro y el miRNA pasajero 
(*), que puede ser degradado. (B) El miRNA maduro se incorpora al complejo de inducción del 
silenciamiento mediado por miRNAs (RISC) formado por un conjunto de proteínas que incluye proteínas 
argonauta con actividad RNasa. En el complejo RISC, el miRNA interacciona con su mRNA diana a través 
de la secuencia semilla (nt 2-7). Como consecuencia, el mRNA se silencia traduccionalmente, bien 
porque se reprime su traducción o porque se degrada, dependiendo del grado de complementariedad 
entre miRNA y mRNA diana. 
 
 
3.2.2. Mecanismo de acción de miRNAs 
 El miRNA funcional se asocia a la proteína Argonauta 2 (Ago2) para formar parte 
del complejo de silenciamiento inducido por RNAs (RISC). El miRNA guía al complejo 
RISC en la interacción con el mRNA diana, mediada por la complementariedad entre 
la secuencia semilla del miRNA (nt 2-7) y secuencias del mRNA diana que suelen 
localizarse en su extremo 3’ UTR (Bartel, 2009), aunque también pueden encontrarse 
en el extremo 5’ UTR y en la propia secuencia codificante. Además de la interacción 
con la secuencia semilla canónica, comprendida entre los nt 2-7 del miRNA, se ha 
descrito la relevancia de los nt flanqueantes 1 y 8, e incluso de apareamientos 
compensatorios entre el extremo 3’ del miRNA y el mRNA diana. Como consecuencia 
de la interacción entre el miRNA y su mRNA diana en el complejo RISC, se produce el 
silenciamiento de la expresión del mRNA por dos posibles mecanismos (Fig. 3): (i) Si 
la complementariedad entre el miRNA y el mRNA es perfecta, Ago2 corta 
endonucleolíticamente el mRNA, produciendo su degradación directamente; (ii) Si la 
complementariedad es imperfecta, como ocurre en la mayoría de los casos en las 
células animales, el mRNA se reprime traduccionalmente mediante su 
desestabilización por acortamiento del poliA en el extremo 3’ y pérdida de su 
estructura cap en el 5’ (Bushati y Cohen, 2007). En cualquier caso, la síntesis de las 
proteínas a partir del mRNA diana se reprime entre 1,2 y 4 veces, por lo que los 
miRNAs se denominan reguladores finos de la expresión génica (O'Connell y col., 
2012). Un mismo miRNA puede tener varios mRNAs diana y viceversa, un mismo 
mRNA puede estar regulado por varios miRNAs (Chi y col., 2009), que generalmente 
forman parte de la misma familia de miRNAs, conformando redes de regulación 
complejas en las que se combinan pequeños efectos de varios miRNAs sobre muchos 
mRNAs (Fig. 4). En mamíferos, al menos el 30% de los mRNAs que codifican 
proteínas están regulados por miRNAs. Estas proteínas intervienen en prácticamente 
cualquier proceso celular fisiológico o patológico (Peter, 2010). La complejidad de la 
red regulatoria mediada por miRNAs aumenta si sumamos que los miRNAs pueden 
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ser secuestrados, a modo de esponja, por RNAs endógenos competidores (ceRNAs) 
para evitar su función represora (Ala y col., 2013). Estos ceRNAs pueden ser otros 
mRNAs, lncRNAs, RNAs circulares o RNAs de psudogenes. La complejidad de las 
interacciones mRNA-miRNA y la variabilidad en los perfiles de expresión de mRNAs y 
miRNAs en distintos tipos celulares y estados del organismo implican que la función 
de un determinado miRNA es altamente dependiente del tejido y del contexto de 
mRNAs y miRNAs en un momento dado (Lee y col., 2008). Por tanto, para obtener 
resultados con relevancia biológica es fundamental trabajar en el sistema más natural 
posible (Grundhoff y Sullivan, 2011). 
 
        
Figura 4. La regulación mediada por miRNAs conforma una compleja red de interacciones. Un 
miRNA (líneas azules indicadas con números) puede regular postranscripcionalmente un único mRNA 
diana (líneas grises nombradas con letras) (miRNA 1-mRNA A), aunque lo más habitual es que pueda 
reprimir dos o más mRNAs dianas que suelen participar en una misma ruta celular. Del mismo modo, un 
mRNA puede estar silenciado por un solo miRNA (mRNA C regulado por miRNA 5) que en ocasiones 
tiene varios sitios de unión para el miRNA. Sin embargo, lo más común es que sean varios miRNAs los 
que regulen a un mismo mRNA. Además, las interacciones miRNA-mRNA, dependen de otros RNAs no 
codificantes que actúan como esponjas o competidores endógenos (ceRNAs), compitiendo con la unión 
de los miRNAs a sus respectivas dianas, y en consecuencia, de-reprimiéndolas. La expresión de un 
mRNA en un momento y tejido determinados va a depender de la expresión de múltiples miRNAs y otros 
RNAs no codificantes. 
 
3.2.3. Funciones de los miRNAs  
Las funciones de los miRNAs se han estudiado mayoritariamente en el campo del 
cáncer y la diferenciación celular, donde los miRNAs han demostrado jugar papeles 
clave (Schickel y col., 2008). Se han descrito miRNAs que cambian su expresión en 
procesos tumorales (oncomiRNAs) y circulan en sangre, por lo que pueden usarse 
como marcadores de la enfermedad (Bertoli y col., 2015). Además, los miRNAs 
regulan la traducción de numerosos genes de la respuesta inmune (O'Connell y col., 
2012), promoviendo el proceso inflamatorio, como el miR-155, o inhibiéndolo, como 
los miR-146a y -21. De hecho, la infección del virus de la estomatitis vesicular (VSV), a 
través del mediador proinflamatorio NF-kB, induce en macrófagos la expresión del 
miR-146a, que regula negativamente la respuesta inflamatoria disminuyendo la 
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expresión de sus mRNAs diana TRAF6, IRAK1 e IRAK2 (Hou y col., 2009). La 
predicción bioinformática de dianas de miRNAs reveló que los mRNAs relacionados 
con la inmunidad innata que acumulaban más dianas eran factores de transcripción, 
cofactores y modificadores de cromatina, mientras que los receptores TLR, y 
moléculas efectoras como quimioquinas y citoquinas tenían menos dianas (Asirvatham 
y col., 2009). Este hecho refuerza la idea de los miRNAs como un nivel adicional de 
regulación, cuya acción se ejerce sobre otros reguladores para modular de forma 
precisa y sutil los procesos celulares. Por el contrario, la regulación de moléculas 
efectoras requeriría cambios mayores en los niveles de expresión. Los miRNAs 
también participan en la respuesta a situaciones de estrés, en particular infecciones 
virales. El virus Epstein Barr (EBV), promueve en células B infectadas la expresión de 
miRNAs celulares que predisponen a la transformación tumoral de las células e 
inhiben la repuesta de IFN (O'Connell y col., 2012). La infección de células humanas 
por el virus Sendai aumenta los niveles de IFN, que induce la expresión del miR-203, 
cuya diana es ISG56 (Buggele y Horvath, 2013), que regula la intensidad y duración 
de la respuesta mediada por IFN. Recientemente se ha descrito que los miRNAs 
regulan la respuesta inflamatoria mediada por citoquinas durante la infección viral 
(Aguado y col., 2015). En otros casos, la presencia de un miRNA puede ser 
determinante para la infección viral, bien como un factor restrictivo o imprescindible. 
Así, la infección por el enterovirus (EV) EV71 induce la expresión del miR-296-5p, 
cuya diana es el genoma viral, por lo que inhibe su replicación, actuando como 
antiviral (Ho y col., 2016). Por el contrario, la replicación del virus de la hepatitis C 
(HCV) depende del miR-122 celular expresado abundantemente en células hepáticas. 
Este miR-122 se une a secuencias virales del extremo 5’ y aumenta la estabilidad del 
RNA genómico (Luna y col., 2015). La administración de ácidos nucleicos de 
secuencia complementaria al miRNA-122 redujo los títulos virales y la expresión de 
genes regulados por IFN en chimpancés, convirtiéndose en una terapia antiviral 
alternativa prometedora (Janssen y col., 2013). La contribución de los miRNAs a la 
respuesta del hospedador a la infección del SARS-CoV se estudió por primera vez en 
células madre bronquioalveolares (BASCs), en las que los miRNAs miR-17*, miR-574-
5p y miR-214 estaban sobre-expresados en la infección. Estos miRNAs tenían dianas 
potenciales en los genes virales ORF1a, S, E, M y N, aunque su función en la 
infección no se confirmó experimentalmente (Mallick y col., 2009). Posteriormente, en 
un ambicioso experimento in vivo con distintas cepas de ratones, se analizaron los 
sncRNAs diferencialmente expresados en la infección con SARS-CoV o con cepas del 
virus de la gripe de diferente patogenicidad. Se encontraron 46 miRNAs cuya 
expresión variaba de distinta forma en respuesta a las infecciones virales, si bien su 
Introducción 
	38 
relevancia específica no se determinó (Peng y col., 2011). De acuerdo con estos 
resultados, la infección del SARS-CoV se asocia a cambios en la expresión de 
miRNAs en el pulmón de los ratones infectados, como parte de la respuesta celular a 
la infección.  
 
         3.2.4. Identificación de dianas de miRNAs 
Para determinar la función de un miRNA es necesario descubrir cuál o cuáles son 
sus mRNAs diana. La búsqueda de estas dianas es compleja y actualmente se 
emplean dos aproximaciones: 1. Predicción bioinformática; 2. Experimentos 
funcionales de inmunoprecipitación (IP) del complejo RISC para identificar los mRNAs 
asociados a un miRNA. Se han desarrollado muchos programas informáticos que 
realizan búsquedas de mRNAs dianas a partir de un miRNA ya anotado en la base de 
datos (Riffo-Campos y col., 2016). Sin embargo, no es posible hacerlo a partir de un 
miRNA de secuencia conocida, pero todavía no anotada. Todos estos programas 
basan la búsqueda de dianas en dos parámetros relacionados: la complementariedad 
entre la secuencia semilla del miRNA y el mRNA, y la energía libre de la interacción 
entre ambas moléculas. Al ser interacciones de pocos nt (6-8 nt), el resultado de la 
búsqueda de mRNAs diana potenciales suele ser un número muy elevado, de cientos 
o miles, de mRNAs, muchos de ellos posiblemente correspondientes a ruido 
inespecífico, lo que imposibilita su validación funcional. Para establecer filtros efectivos 
a las múltiples dianas potenciales, es necesario disponer de información adicional, 
como por ejemplo conocer la ruta que podría estar regulando el miRNA. 
Alternativamente, pueden cruzarse los datos de expresión de miRNAs con los de 
mRNAs para identificar qué mRNAs disminuyen al aumentar los niveles de miRNA, o 
viceversa. Sin embargo, esta opción no sería útil cuando la regulación por miRNAs no 
implica degradación y, por tanto, no disminuyen los niveles del mRNA diana (Fabian y 
Sonenberg, 2012). Recientemente, se han incorporado nuevas tecnologías de alto 
rendimiento (high-throughput) para la identificación de dianas de miRNAs, que 
consisten en la inmunoprecipitación del complejo RISC con los miRNAs unidos 
covalentemente a sus mRNAs diana y posteriormente, la secuenciación masiva de 
RNAs (Luna y col., 2015; Scheel y col., 2016).  
Para los miRNAs más estudiados hay disponibles bases de datos como 
miRTarBase, que agrupan las dianas de miRNAs ya validadas y publicadas en la 
literatura. Sin embargo, estos miRNAs todavía representan un número pequeño en 
relación con todos los conocidos y muchas veces el método de validación empleado 
es poco convincente. En resumen, validar la función de un miRNA con los 
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conocimientos y las técnicas actuales sigue siendo un gran reto en el campo del 
conocimiento de los miRNAs. 
 
3.3. RNAs virales no codificantes  
Los ncRNAs no solo se originan en la vida celular, sino también a partir de 
genomas virales. Muchos virus sintetizan sus propios ncRNAs, que desempeñan 
funciones importantes en la regulación del propio ciclo viral o en la interacción con el 
hospedador (Tycowski y col., 2015). De hecho, el uso de moléculas de ncRNAs en 
lugar de proteínas para ejercer una determinada función puede ser beneficioso para 
los virus desde el punto de vista de la evasión del sistema inmune, al ser moléculas 
menos inmunogénicas. Además, dado que los genomas virales tienen un tamaño 
limitado, disponer de moléculas pequeñas con capacidad reguladora puede ser 
ventajoso para los virus.  
 
3.3.1. Expresión de ncRNAs en virus de genoma DNA 
Los primeros ncRNAs virales descritos eran productos de la transcripción del 
genoma de virus DNA de la familia de los adenovirus (Mathews y Shenk, 1991). Estos 
ncRNAs se denominaron RNAs asociados a virus (VA RNAs), tenían un tamaño de 
unos 160 nt y se expresaban muy abundantemente en las células infectadas (107 
copias por célula). Posteriormente, los avances tecnológicos han permitido asignar 
funciones a algunos de estos ncRNAs. El VA RNA I interacciona con la proteína 
quinasa R (PKR) e inhibe su activación como represor de la traducción en la respuesta 
antiviral, permitiendo que se sinteticen las proteínas virales. Los VA RNAs I y II 
pueden actuar como sustratos del enzima de procesamiento de miRNAs Dicer, 
saturando el complejo de silenciamiento RISC y evitando la acción de los miRNAs 
celulares sobre sus dianas (Tycowski y col., 2015). 
Otros virus DNA, los herpesvirus, también sintetizan varios tipos de ncRNAs con 
distintos tamaños y funciones, ampliamente estudiados. El virus EBV codifica dos 
ncRNAs llamados EBER 1 y EBER 2, de unos 170 nt, que se expresan muy 
abundantemente en células infectadas (106 copias por célula). EBER 1 y 2 se localizan 
en el núcleo de la célula e inducen la expresión de las citoquinas IL-9 y 10 
específicamente en linfocitos B (Kitagawa y col., 2000; Yang y col., 2004), así como de 
la proteína antiapoptótica Bcl-2 por mecanismos aún desconocidos (Komano y col., 
1999). Además, EBER 2 se une por interacciones RNA-RNA a las secuencias 
repetidas terminales del genoma viral y estabiliza la unión de un factor de transcripción 
responsable de la expresión de genes de latencia del virus. El Herpesvirus saimiri 
(HVS) expresa varios ncRNAs denominados HSURs, de unos 100-150 nt, en niveles 
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del orden de 103 copias por célula infectada. Los HSURs 1 y 2 actúan como RNAs 
endógenos competitivos, uniéndose a miRNAs celulares como miR-27, miR-16 o miR-
142-3p para secuestrarlos y evitar su función en la célula (Cazalla y col., 2010).  
Además de los ncRNAs con tamaños mayores de 100 nt, numerosos virus DNA, 
como los herpesvirus, también transcriben ncRNAs de menor tamaño (22-25 nt), los 
miRNAs virales, que se generan a partir de precursores del genoma viral similares a 
los de los miRNAs celulares. Al igual que los miRNAs celulares, los miRNAs virales se 
unen a través de su secuencia semilla a secuencias complementarias en mRNAs 
diana para silenciar su expresión (Riley y col., 2010). Entre las funciones más 
importantes de los miRNAs de herpesvirus están la regulación de sus ciclos lítico y de 
latencia y la respuesta del hospedador a la infección (Boss y Renne, 2010; Cox y 
Sullivan, 2014). El herpesvirus causante del sarcoma de Kaposi (KSHV) codifica el 
miR-K12-9*, que tiene como diana el mRNA de un activador de la transcripción viral, 
para impedir la salida de la latencia y la transición al estado lítico de la infección 
(Bellare y Ganem, 2009).  
Otros miRNAs virales regulan la persistencia al silenciar mRNAs diana celulares 
implicados en la respuesta inmune innata. Así, el miR-K12-5 de KSHV reprime el 
mRNA de MYD88, que interviene en la señalización por TLRs y lleva a la activación de 
NF-kB, de forma que su represión por miR-K12-5 disminuye la expresión de citoquinas 
proinflamatorias (Abend y col., 2012). Por otra parte, el miR-K1 promueve la activación 
de la señalización de NF-kB a través del silenciamiento de su represor IkB, lo que 
suprime la replicación lítica viral de KSHV (Lei y col., 2010). 
 
3.3.2. Expresión de ncRNAs en virus de genoma RNA 
Hasta hace poco tiempo ha existido controversia acerca de la existencia de 
ncRNAs codificados por virus RNA en células de mamífero. Sin embargo, el aumento 
en la sensibilidad de las técnicas de detección como la secuenciación masiva ha 
proporcionado evidencia de que los virus RNA también expresan RNAs no 
codificantes.  
Una de las objeciones teóricas a la existencia de estos ncRNAs en virus RNA 
citoplasmáticos es el requerimiento de enzimas nucleares como Drosha para su 
procesamiento. Sin embargo, se ha demostrado que la infección viral induce la 
relocalización de Drosha desde el núcleo al citoplasma, donde actúa en el 
procesamiento de miRNAs a partir del genoma viral (Shapiro y col., 2012). Además, se 
ha confirmado que algunos virus RNA citoplasmáticos han desarrollado estrategias 
alternativas a la vía celular canónica para la biogénesis de sus ncRNAs, prescindiendo 
de la etapa nuclear. Se ha demostrado que el virus citoplasmático Sindbis puede 
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producir un miRNA artificial a partir de un pri-miRNA expresado como RNA 
subgenómico de forma dependiente del enzima citoplasmático Dicer, pero 
independientemente de Drosha (Shapiro y col., 2010). Además, el virus de la Hepatitis 
A (HAV) genera sus propios miRNAs, denominados hav-miR1-5p y hav-miR2-5p, a 
partir de una secuencia precursora pre-miRNA codificada en el genoma del virus y 
procesada por el enzima Dicer. Estos miRNAs maduros son capaces de silenciar un 
mRNA marcador con secuencias diana, aunque se desconoce su función en la 
infección (Shi y col., 2014). El enterovirus EV71 codifica un ncRNA pequeño, también 
denominado RNA pequeño viral (svRNA), que se genera en células infectadas por la 
actividad de Dicer. Este svRNA regula negativamente la traducción en el ciclo viral 
mediante su unión al 5’ UTR del genoma viral, lo que bloquea el sitio interno de 
entrada del ribosoma (IRES) (Weng y col., 2014). En el virus de la gripe se han 
descrito svRNAs generados por la propia RNA polimerasa viral con independencia de 
Dicer, que interaccionan con la maquinaria de síntesis de RNA viral y regulan el paso 
de transcripción a replicación (Perez y col., 2010). Por otro lado, los virus HCV, Polio, 
Dengue, de la Estomatitis Vesicular y del Nilo Occidental (WNV) también generan 
svRNAs en un gran repertorio de hospedadores, aunque no se ha profundizado en su 
estudio funcional (Parameswaran y col., 2010). En flavivirus, se han descrito ncRNAs 
pequeños de flavivirus (sfRNAs), generados por la acción sobre el genoma viral de la 
exorribonucleasa celular XRN1 que degrada parcialmente el RNA desde el 5’ hasta 
detenerse en estructuras secundarias complejas del extremo 3’ UTR. Estos sfRNAs 
contribuyen a la patogénesis de flavivirus a través de varios mecanismos de 
interferencia con la respuesta antiviral del hospedador. La generación de los sfRNAs 
del virus WNV resulta en inhibición de XRN1, implicada en la degradación de mRNAs 
celulares en cuerpos de procesamiento (p-bodies), lo que interfiere con el recambio de 
mRNAs y con la regulación postranscripcional de la expresión génica en la célula 
(Roby y col., 2014). Otros sfRNAs del WNV evitan la acción antiviral del IFN al unirse a 
proteínas celulares (G3BP1, G3BP2 y CAPRIN1) que regulan la expresión de los 
mRNAs de genes estimulados por IFN (Bidet y col., 2014). Otro mecanismo de acción 
descrito para sfRNAs de WNV es inhibir la vía de interferencia RNAi en insectos 
actuando como sustratos e inhibidores competitivos de Dicer (Schnettler y col., 2012). 
La evidencia creciente de la existencia de ncRNAs derivados de virus RNA 
citoplasmáticos ha estimulado la búsqueda de estos RNAs en otros virus RNA 
citoplasmáticos como los CoVs, en los que podrían regular bien el propio ciclo viral o 
la respuesta antiviral del hospedador.  
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El objetivo de esta tesis es estudiar la relevancia de los RNAs no codificantes 
(ncRNAs) de pequeño tamaño, tanto los miRNAs celulares como ncRNAs derivados 
del genoma viral en la patología pulmonar causada por SARS-CoV. Para ello, se ha 
utilizado un modelo in vivo de infección con el virus adaptado a ratón SARS-CoV-
MA15-wt o el mutante atenuado SARS-CoV-MA15-∆E en el que el gen de virulencia 
de la proteína E se había delecionado. 
Los objetivos específicos abordados en este trabajo son: 
 
1. Identificar por secuenciación masiva miRNAs celulares diferencialmente 
expresados en los pulmones de ratones infectados con el SARS-CoV atenuado 
o el virulento y determinar su posible función reguladora de la patología 
inflamatoria asociada a la presencia de la proteína E.  
 
2. Identificar por secuenciación masiva RNAs no codificantes generados a partir 
del genoma de SARS-CoV (svRNAs) en la infección in vivo. Estudiar la 
presencia de svRNAs en la infección de células en cultivo.  
 
3. Estudiar la biogénesis de los RNAs no codificantes derivados del genoma de 
SARS-CoV. 
 
4. Estudiar la capacidad de los svRNAs derivados de SARS-CoV de silenciar la 
expresión de mRNAs diana. 
 
5. Estudiar la relevancia de los svRNAs en el crecimiento viral y en la patología 
pulmonar inflamatoria causada por SARS-CoV.  
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1. CÉLULAS EUCARIOTAS 
1.1. Líneas celulares 
Las células Vero E6 derivadas de riñón de mono verde africano,fueron cedidas por 
el Dr. Eric Snijder (EMC, Universidad de Leiden, Holanda). Las células DBT derivadas 
de astrocitoma de ratón, fueron cedidas por el Dr. Thomas Gallagher (Universidad de 
Loyola, Chicago, USA). La línea celular derivada de la anterior que expresa 
establemente el receptor para el SARS-CoV en ratón, DBT-mACE2, fue generada en 
nuestro laboratorio (Regla-Nava y col., 2013). La línea celular Calu-3 2B4, derivada de 
células epiteliales de bronquio humano que expresan establemente el receptor ACE2 y 
son susceptibles a la infección por SARS-CoV (Yoshikawa y col., 2010), fue cedida por 
el Dr. Kent Tseng (Universidad de Texas, USA).  Las células 293T noDice, deficientes 
en la RNAsa III Dicer, y 293T RNAsa III -/-, deficientes en Dicer y Drosha, fueron 
cedidas por el Dr. Benjamin tenOever (Monte Sinai, USA). La línea celular Madin-
Darby de riñón canino, MDCK (Meguro y col., 1979), se utilizó para estudiar el 
procesamiento de miRNAs.	La línea celular ST (McClurkin y Norman, 1966), derivada 
de testículo embrionario de cerdo fue cedida al laboratorio por el Dr. L. Kemeney 
(National Animal Disease Center, Ames, Iowa, EE.UU.). 
 
1.2. Cultivo de líneas celulares eucariotas 
Las líneas celulares Vero E6, DBT-mACE2, Calu-3 2B4, 293T, MDCK y ST se 
cultivaron a 37°C en una atmósfera de CO2 al 5% con una humedad del 98%, en 
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco) suplementado con 25 mM 
HEPES, 100 UI/ml de penicilina (Sigma-Aldrich), 100 µg/ml de estreptomicina (Sigma-
Aldrich), 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), aminoácidos no esenciales al 1% 
(Sigma-Aldrich) y suero fetal bovino (FBS) al 10%, excepto las células Calu-3 2B4 que 
se cultivaron con FBS al 20%. Para mantener la selección de las células DBT-mACE2 
transformadas establemente con el gen del receptor murino del virus SARS-CoV, se 
cultivaron en presencia de geneticina (G418) (Sigma-Aldrich), a una concentración 
final de 0,8 mg/ml en el medio de cultivo. Todas las líneas celulares se almacenaron 
congelacdas en nitrógeno líquido a una densidad de 1–2 x 106 células/ml en dimetil 
sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) al 10% en FBS. 
 
2. VIRUS 
2.1. Aislados virales  
El trabajo con virus infectivo SARS-CoV en ratones se realizó en las instalaciones 
de bioseguridad del CISA-INIA y fue aprobado por el Ministerio de Medio Ambiente 
(resolución 001/36438). La manipulación del virus en cultivos celulares se realizó en 
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un laboratorio de bioseguridad con nivel de contención 3 (CNB, CSIC). El laboratorio 
está equipado con los medios e infraestructuras necesarias para la contención del 
virus SARS-CoV, que se transmite por el aire, incluyendo un sistema de tratamiento de 
aire y de inactivación biológica de efluentes líquidos. Además, el operador está 
permanentemente protegido con un sistema de filtración de aire HEPA Airmate (3M) y 
la vestimenta adecuada, compuesta por monos y calzas de protección (Tyvek) y varios 
pares de guantes. 
Los virus recombinantes SARS-CoV adaptados a ratón de secuencia silvestre 
(rSARS-CoV-MA15), el mutante de deleción carente del gen E (rSARS-CoV-MA15-ΔE) 
(DeDiego y col., 2007), y el mutante del gen E sin actividad canal iónico (rSARS-CoV-
MA15-E-N15A) (Nieto-Torres y col., 2014), utilizados en los experimentos de esta 
tesis, se generaron y rescataron previamente en nuestro laboratorio incluyendo en el 
cDNA de longitud completa (Almazan y col., 2006) las mutaciones descritas por 
Roberts y col en 2007.  
El aislado del TGEV PUR46-MAD (código de acceso GenBank AJ271965) 
corresponde al clon PUR46-CC120-MAD aislado en nuestro laboratorio, que deriva del 
aislado Purdue del TGEV, obtenido en el año 1946 en Indiana (EE.UU.) por Doyle y 
Hutchings (Penzes y col., 2001; Sanchez y col., 1990). 
 
2.2. Crecimiento y titulación de virus en cultivos celulares  
Para titular el SARS-CoV por el método de formación de placas de lisis en medio 
semi-sólido, se utilizaron monocapas confluentes de células Vero E6 crecidas en 
placas de 12 pocillos. Los virus se adsobieron durante 45 minutos a 37°C. Se retiró el 
medio de adsorción y se añadió medio DMEM suplementado con 2% de FBS y 
agarosa al 0,6%. A las 72 horas después de la infección (hdi), las células se fijaron 
con formaldehido (Sigma-Aldrich) al 10% en tampón fosfato salino (PBS) (137 mM 
NaCl; 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4; 1,47 mM KH2PO4, pH7,4) durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y las placas de lisis se visualizaron mediante tinción con cristal 
violeta. El límite de sensibilidad de la técnica fue de 20 unidades formadoras de placa 
(ufp) por ml. 
 
3. BACTERIAS 
3.1. Cepas y cultivos de bacterias 
La cepa DH10B de E. coli (Gibco), cuyo genotipo es F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-
mcrBC) Ø80dlacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 endA1 araD139 ∆(ara, leu)7697 galU 
galK l-rpsL nupG, se utilizó rutinariamente para la clonación y amplificación de 
plásmidos. 
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Los cultivos bacterianos se realizaron en medio líquido Luria-Bertani (LB) 
(Sambrook y Russell, 2001) a 37°C. El medio sólido se preparó añadiendo agar al LB 
a una concentración de 15 g/l y se utilizó para el aislamiento de colonias bacterianas. 
El medio se suplementó con los antibióticos adecuados [150 µg/ml de ampicilina 
(Sigma-Aldrich) o 10 µg/ml de kanamicina (Sigma-Aldrich), según se indica] cuando 
fue necesario.  
 
3.2. Generación de bacterias competentes	 
Las bacterias DH10B competentes para electroporación se prepararon partiendo de 
una colonia única crecida en medio sólido, que se inoculó en dos litros de medio Super 
Optimal Broth (SOB) [20 g/l triptona (Becton, Dickinson and Company), 5 g/l extracto 
de levadura (Becton, Dickinson and Company), 0,5 g/l NaCl (Sigma-Aldrich), 0,18 g/l 
KCl (Sigma-Aldrich)] y se creció a 37°C hasta alcanzar una absorbancia de 0,7 a una 
longitud de onda de 550 nm (A550). A continuación, el cultivo se enfrió a 4°C durante 20 
min, las bacterias se sedimentaron por centrifugación a 4000xg durante 15 min, y se 
lavaron cuatro veces con una solución de glicerol al 10% a 4°C, utilizando un volumen 
equivalente al del cultivo inicial en el primer lavado, que se fue reduciendo a la mitad 
en los sucesivos lavados (2 l, 1 l, 0,5 l, y finalmente 0,25 l). En cada lavado las 
bacterias se resuspendieron a 4°C y se sedimentaron a 4000xg durante 15 min. El 
sedimento final se resuspendió en 6 ml de glicerol al 10% a 4°C y se repartió en 
alícuotas que se congelaron a -80°C hasta su utilización. 
 
3.3. Transformación de bacterias	 
Las bacterias DH10B competentes se transformaron mediante electroporación 
mezclando el DNA de interés con 50 µl de bacterias competentes. La mezcla DNA-
bacterias competentes se transfirió a una cubeta de electroporación de 0,2 cm (Bio-
Rad) donde se aplicó un pulso eléctrico de 25 µF, 2.5 KV y 200 Ω utilizando un 
electroporador GenePulser (Bio-Rad). Inmediatamente, las bacterias se 
resuspendieron en 1 ml de medio LB, se incubaron a 37°C con agitación durante 45 
min y se sembraron por extensión en superficie sobre placas de medio LB-agar con el 
antibiótico de selección adecuado. 
 
4. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DEL DNA 
4.1. Manipulación y purificación de plásmidos 
Para la purificación de los plásmidos a partir de cultivos bacterianos a pequeña o 
mediana escala se utilizaron los reactivos Plasmid Mini Kit o Plasmid Midi Kit 
(QIAGEN), respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los cultivos 
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bacterianos se crecieron a 37°C durante 18 h aproximadamente en medio LB 
suplementado bien con 20 µg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich) (plásmido pGEM-T), o 
con 10 µg/ml de kanamicina (Sigma-Aldrich) (plásmidos pEM-dsRED y pMirTarget).  
 
4.2. Enzimas de restricción y modificación del DNA 
Los tratamientos con enzimas de restricción y modificación de DNA (DNA ligasa del 
bacteriófago T4, DNA polimerasa de T4 y T4 Polinucleótido kinasa) (Roche o New 
England Biolabs) se realizaron siguiendo protocolos estándar (Sambrook y Russell, 
2001) y las indicaciones de los proveedores. La secuencia de los plásmidos 
construídos se confirmó mediante secuenciación (Macrogen, Korea). 
 
4.3. Amplificación del DNA mediante PCR 
Las reacciones de PCR se realizaron utilizando la enzima Amplitaq DNA 
polymerase (Applied Biosystems). Las reacciones de amplificación se realizaron en un 
termociclador SimpliAMPTM (Applied Biosystems), en un volumen final de 20-25 µl, 
utilizando 1 U de Amplitaq DNA polymerase, 20 pmoles de los oligonucleótidos 
correspondientes, una mezcla de 0,25 mM de cada uno de los desoxinucleótidos 
trifosfato (ThermoFisher Scientific), 1,25 mM de MgCl2 y 25-50 ng de DNA molde. Para 
amplificar regiones del genoma viral que contenían las secuencias de los svRNAs se 
utilizaron oligos de PCR (Sigma-Aldrich) que hibridaban unos 300 nt hacia el 5’ del 
genoma y otros 300 nt hacia el 3’, tomando como referencia cada uno de los svRNAs 
nsp3.1, nsp3.2 o N. Para la detección del procesamiento del mRNA (splicing) entre los 
exones de RFP y la presencia de sitios alternativos en las regiones que contienen los 
svRNAs, se realizó la PCR con el cDNA de la RT como molde y los oligos pEM-exón1-
VS (ACCTGGTGGAGTTCAAGTCC) y pEM-exón2-RS 
(CACTCAAGTGTATGGCCAGA). 
Las condiciones de reacción se ajustaron en función de temperatura de hibridación 
de los oligonucleótidos (Tm) y la longitud del fragmento a amplificar, de la siguiente 
forma: (a) 94°C, 5 minutos; (b) 25-35 ciclos 94°C, 1 minuto; (Tm-10ºC), 1 minuto; 
72°C, 1 minuto/Kpb; (c) 72°C, 10 minutos.  
 
4.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
La separación de fragmentos de DNA se realizó en geles de agarosa D-1 (Medio 
electroendósmosis EEO, Pronadisa) al 0,7-1,2% en TAE (40 mM Tris-Acetato, 1 mM 
EDTA) teñidos con SYBR® Safe DNA gel stain 1x (ThermoFisher Scientific). Los 
fragmentos de DNA se purificaron a partir del gel de agarosa con el reactivo QIAquick 
Gel Extraction kit (Qiagen). 
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5. INFECCIÓN DE RATONES CON SARS-CoV 
5.1. Declaración ética  
Todos los protocolos de trabajo utilizados en los experimentos con ratones fueron 
aprobados por la Comunidad de Madrid (número de permiso: PROEX 112/14) de 
acuerdo con el Real Decreto Español (RD 1201/2005), la ley española 32/2007 y las 
normas internacionales de la Unión Europea 2010/63/UE sobre la protección y el 
manejo de los animales de experimentación.  
 
5.2. Cepas de ratón 
Para estudiar la relevancia de los ncRNAs en la patogénesis del SARS-CoV se 
utilizaron hembras de ratones BALB/c-OlaHsd (Harlan) de 16 semanas de edad libres 
de patógenos específicos. La manipulación de ratones infectados se llevó a cabo en 
un laboratorio de bioseguridad de nivel 3 del CISA-INIA equipado con infraestructura 
de contención similar a la descrita en el apartado 2.1. para el trabajo con cultivos 
celulares, y además, con una unidad ventilada de contención para mantener a los 
animales durante el desarrollo del experimento (Animal transport unit-Bio containment 
unit, Harvard, USA) 
 
5.3. Inoculación y seguimiento de la enfermedad 
Los ratones se anestesiaron con isofluorano y se inocularon intranasalmente con 
105 ufp del virus SARS-CoV correspondiente en un volumen de 50 µl de DMEM 
suplementado con 2% de FBS. Se monitorizó diariamente el peso, los síntomas de la 
enfermedad y la supervivencia de los animales inoculados durante un periodo de 10 
días. Los animales que alcanzaron pérdidas de peso superiores al 25% fueron 
sacrificados de acuerdo con los protocolos de eutanasia establecidos.  
Para el estudio funcional del svRNA-N derivado de SARS-CoV con inhibidores 
antisentido, los ratones se anestesiaron con isofluorano y se inocularon 
intranasalmente 24 h antes de la infección viral utilizando 200 µg del inhibidor en un 
volumen de 50 µl de PBS. Estos inhibidores consistían en oligonucleótidos 
químicamente modificados con la tecnología LNA, análogos de RNA con los grupos 
funcionales de la ribosa “bloqueados” (miRCURY LNA microRNA Inhibitor, Exiqon), 
con secuencia complementaria al svRNA, también conocidos como “antagomirs”. 
 
5.4. Extracción de sangre 
Para la extracción de sangre, se anestesiaron los ratones y se les practicó una 
punción cardiaca. La sangre se extrajo hasta la exanguinación completa para asegurar 
la muerte de los animales. La toma de muestras de sangre se realizó los días 2 y 4 
Materiales y métodos 
	50 
después de la infección (ddi). Se obtuvieron volúmenes de sangre variables en cada 
ratón, entre 0,5-1ml.  
Para preparar el suero, la sangre se incubó en un baño a 37ºC durante 1 h y 
posteriormente a 4ºC durante 24 h. A continuación, la sangre se centrifugó durante 10 
min a 10000xg para separar el suero del coágulo sedimentado. El suero recuperado 
se volvió a centrifugar para clarificarlo. El suero obtenido se repartió en alícuotas de 
100 µl de un solo uso y se congeló a -80ºC.  
 
5.5. Aislamiento de virus de pulmones  
A 2 y 4 ddi los ratones se sacrificaron para la toma de muestras del pulmón. Los 
pulmones se fotografiaron y pesaron. El pulmón derecho se seccionó 
longitudinalmente en dos mitades. Una de ellas se congeló a -80ºC para su 
homogeneización posterior y aislamiento de virus. La mitad de esta muestra se 
homogeneizó en tubos tipo C (Miltenyi Biotec), especiales para disociar tejidos, en el 
homogeneizador MACS (Miltenyi Biotec) con 2 ml de PBS que contenía 100 UI/ml de 
penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 50 µg/ml de gentamicina y 0,5 µg/ml de 
fungizona y se homogeneizó aplicando el programa Lung_02 dos veces consecutivas 
para recuperar virus. El homogeneizado se centrifugó 10 min a 3000xg y el 
sobrenadante se congeló a -80ºC hasta su análisis para determinar el título viral en 
cultivos celulares, de acuerdo con lo descrito en el apartado 2.2. 
 
5.6. Extracción de RNA de pulmones y suero 
La mitad longitudinal del pulmón derecho de los ratones a 2 y 4 ddi se conservó en 
RNA later (Ambion) a 4ºC durante 24 h para preservar la integridad de las moléculas 
de RNA y posteriormente se congeló a -80ºC hasta su homogeneización para 
extracción del RNA. La muestra se resuspendió en 2 ml de solución de lisis-unión del 
reactivo miRVana miRNA Isolation kit (Ambion) y en tubos tipo M, especiales para 
aislar biomoléculas tipo RNA, se homogeneizó en el homogeneizador MACS (Miltenyi 
Biotec) aplicando el programa RNA_02 específico para extraer RNA de tejidos 
congelados. El homogeneizado se centrifugó 10 min a 3000xg y el sobrenadante se 
congeló a -80ºC hasta la extracción del RNA. Para la extracción de RNAs de pequeño 
tamaño (<200 nt) y de gran tamaño (>200 nt) se tomaron 700 µl de homogeneizado y 
se procedió de acuerdo con el protocolo del kit miRVana miRNA Isolation kit (Ambion) 
para la separación de RNAs pequeños a partir del RNA total. La extracción de RNA 
del suero de los ratones se realizó partiendo de 100 µl de suero (apartado 5.4. de esta 
sección), de acuerdo con las especificaciones del kit miRNeasy Serum kit (Qiagen). 
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5.7. Histopatología 
Para la preparación de muestras para examen histopatológico, el pulmón izquierdo 
de ratones sacrificados a días 2 y 4 di se fijó en formalina de zinc al 10% durante 24 h 
a 4ºC y se incluyó en parafina en el servicio de histología del CISA-INIA. En el servicio 
de histología del CNB-CSIC se prepararon series de cuatro secciones consecutivas de 
5 µm cada 50 µm de muestra. La primera sección de cada serie se tiñó con 
hematoxilina y eosina para obtener un muestreo representativo de todo el pulmón.  
Las preparaciones se examinaron en un microscopio ZEISS Axiophot con el objetivo 
10x. Se cuantificó la patología del tejido pulmonar observando 50 campos 
microscópicos escogidos al azar entre las preparaciones de cada ratón y asignándoles 
una calificación entre 0 y 3, de acuerdo con la presencia de inflamación intersticial, 
peribronquioalveolar o perivascular, según los criterios descritos (Page y col., 2012). 
Las puntuaciones de los ratones de cada grupo se analizaron estadísticamente y se 
representaron en histogramas. Se tomaron imágenes representativas del daño 
observado con el programa NIS-Element F 2.20 en modo Binning, que mejora la señal 
respecto del ruido, y contraste aumentado (Enhanced Autowhite).  
 
5.8. Inmunohistoquímica 
Secciones de 5 µm de pulmones fijados en formalina de zinc e incluidos en parafina 
como se ha descrito en el apartado 5.7, se desparafinaron a 60ºC y se rehidrataron en 
sucesivas incubaciones en 100% xylol, 100% etanol y 96% etanol. Las secciones se 
hirvieron en tampón citrato (8,2 mM citrato sódico, 1,8 mM ácido cítrico a pH 6,5) 
durante 5 minutos a 110ºC para el desenmascaramiento de los antígenos. Las 
muestras se permeabilizaron con 0,25% Tritón X-100 en TBS (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 
150 mM NaCl) durante 15 minutos y se bloquearon con una solución al 10% FBS y 1% 
de albúmina de suero bovino (BSA) en TBS durante 2 horas. Para la detección del 
antígeno, las muestras se incubaron con un anticuerpo monoclonal específico de la 
proteína N del SARS-CoV (Ascites SA87-A1) diluido 1:250 durante 2 horas a 
temperatura ambiente. La actividad peroxidasa endógena se bloqueó añadiendo 1% 
H2O2 en TBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, las 
secciones se incubaron con el anticuerpo secundario específico de ratón conjugado a 
la peroxidasa del rábano picante (HRP) (Sigma-Aldrich) diluido 1:250 durante 1 hora a 
temperatura ambiente. La detección de HRP se realizó de acuerdo con las 
especificaciones del fabricante (Metal Enhanced DAB Substrate Kit, Thermo 
Scientific). Las muestras se tiñeron con hematoxilina y se examinaron en un 
microscopio ZEISS Axiophot con el objetivo 10x y 20x. 
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6. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DEL RNA 
6.1. Análisis del RNA extraído de pulmones  
Las fracciones de RNA de pequeño (<200 nt) y de gran tamaño (>200 nt) 
purificadas a partir de los pulmones de ratón (apartado 5.6.) se utilizaron para el 
análisis por secuenciación masiva. Su concentración y calidad se determinaron 
mediante el equipo Bioanalyzer 2100 expert_Eukaryote Total RNA. Las muestras se 
guardaron a -80°C hasta su utilización. El RNA que se utilizó en ensayos de expresión 
génica mediante transcripción reversa y amplificación en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) se cuantificó mediante espectrofotometría, utilizando NanoDrop ND-1000 
(NanoDrop Technologies, EEUU).  
 
6.2. Secuenciación Masiva 
Se utilizó 1 µg de la fracción de RNA de pequeño tamaño (<200 nt) extraído de los 
pulmones de ratones infectados para la secuenciación masiva de RNAs pequeños. La 
empresa BGI Genomics (Hong Kong) construyó las librerías de RNAs pequeños 
(Illumina). La preparación de las muestras incluía purificar de gel los RNAs de 
tamaños comprendidos entre 18 y 30 nt, a los que unieron adaptadores en ambos 
extremos 5’ y 3’. Posteriormente, se generó el cDNA complementario, y se amplificó 
por PCR usando oligonucleótidos que hibridaban en los adaptadores. La librería de 
cDNAs con adaptadores se secuenció en un secuenciador HiSeq 2000 (Illumina). Se 
obtuvieron lecturas de 50 nt en un solo sentido (single end) y en las que la cadena 
complementaria estaba marcada para poder distinguir el sentido original de las 
secuencias. Se secuenciaron las réplicas biológicas de cada uno de los grupos 
analizados no infectados (dos réplicas) o infectados con SARS-CoV-wt y SARS-CoV-
∆E (tres réplicas cada grupo). De cada muestra se obtuvieron entre 20-40 millones de 
secuencias.   
Se utilizaron 6 µg de la fracción de RNA de gran tamaño (>200 nt) extraído de los 
pulmones de ratones infectados para secuenciación masiva RNAseq. En el servicio de 
genómica del Parque Científico de Madrid (PCM) las muestras se trataron con la 
enzima DNAse I (Roche) para eliminar posibles contaminaciones de DNA. El RNA se 
procesó con el reactivo Ribo-Zero rRNA Removal kit (Epicentre) para eliminar el rRNA, 
un componente mayoritario en las muestras de RNA de gran tamaño, y enriquecer las 
secuencias resultantes en RNAs expresados menos abundantemente como los 
mRNAs o lncRNAs. El RNA se purificó con el reactivo de RNeasy Mini kit (Qiagen) y 
se construyeron las librerías NEBNext Ultra directional Library prep A (Illumina), que 
se secuenciaron en un equipo Hiseq 2000 (Illumina). Se obtuvieron lecturas de 100 nt 
en un solo sentido (single end) en las que la cadena complementaria estaba marcada 
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para poder distinguir el sentido original de las secuencias. Se utilizó actinomicina D en 
la reacción de síntesis del DNA complementario (cDNA) para reducir la síntesis 
espuria de DNA a partir del cDNA, que da lugar a lecturas antisentido artefactuales. Se 
secuenciaron dos réplicas biológicas de los ratones no infectados y tres réplicas 
biológicas de los ratones infectados de cada condición experimental. De cada muestra 
se obtuvieron 20 millones de secuencias. 
 
6.3. Generación de cDNAs mediante RT-PCR 
La síntesis de cDNAs o retrotranscripción (RT) a partir de RNAs de gran tamaño 
(>200 nt) se realizó con el reactivo High Capacity cDNA RT Kit (ThermoFisher 
Scientific), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, utilizando 100 ng de RNA 
molde y oligonucleótidos de secuencia aleatorios. Para la síntesis de cDNAs a partir 
de RNAs de pequeño tamaño (<200 nt) se utilizó el mismo reactivo empleando 10 ng 
de RNA molde y los oligonucleótidos de secuencia específica idénticos a los utilizados 
posteriormente en la cuantificación por PCR mediante TaqMan Small RNA Assay 
(ThermoFisher Scientific) (Tabla I).  
Una fracción del cDNA generado (1/100 a 1/10 del volumen de reacción) se utilizó 
como molde para su amplificación por PCR, utilizando oligonucleótidos específicos 
(apartado 6.4. de esta sección).  
 
Tabla I. Ensayos TaqMan usados para la cuantificación por RT-qPCR de mRNAs celulares y RNAs 
pequeños (sRNA) virales y celulares. 
        
 
6.4. Cuantificación de RNAs mediante RT-PCR cuantitativa 
La expresión de los mRNAs virales o celulares se analizó mediante RT-PCR 
cuantitativa (RT-qPCR), utilizando la tecnología SYBR® o TaqMan®, según se indique. 
La tecnología SYBR® se utilizó para la cuantificación de mRNAs virales, empleando el 
reactivo SYBR®Green PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific) y oligonucleótidos 
específicos diseñados con el programa Primer Express v2.0 (ThermoFisher Scientific) 
(Tabla II). Para cada reacción de amplificación, se optimizó la concentración de oligos 
para evitar que formaran dímeros y para obtener la máxima eficiencia. La tecnología 
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TaqMan® se empleó para la cuantificación de mRNAs celulares o RNAs de pequeño 
tamaño, utilizando ensayos TaqMan® comerciales o a medida, respectivamente 
(ThermoFisher Scientific) (Tabla I). En todos los casos, la reacción se realizó con el 
reactivo FastStart Universal Probe Master (Rox) (Roche). 
 
Tabla II. Oligonucleótidos usados para la cuantificación por RT-qPCR del RNA viral. 
 
RNA viral genómico (gRNA) y subgenómico de la nucleoproteína (N) de polaridad positiva (+) y negativa 
(-), respectivamente. Se indica la secuencia del oligonucleótido con sentido viral (VS) y con sentido 
reverso (RS), y la posición en nucleótidos (nt) de los oligonucleótidos en el genoma del virus. 
 
Las reacciones de qPCR se realizaron en un equipo 7500 Real Time PCR System 
(ThermoFisher Scientific), utilizando los parámetros de termociclación: (a) 95°C, 10 
min; (b) 95°C, 15 seg; (c) 60°C, 1 min; repetidos en 40 ciclos. Cuando se utilizó la 
tecnología SYBR®, después de la amplificación se añadió un ciclo de 
desnaturalización para obtener la curva de disociación del producto amplificado. Los 
datos de qPCR se analizaron utilizando el programa 7500 software v2.0.6 
(ThermoFisher Scientific). Todos los experimentos cumplieron con las 
recomendaciones para el análisis de la expresión génica mediante RT-qPCR (MIQE) 
(Bustin y col., 2009). Para aumentar la confianza en el análisis estadístico, cada 
resultado era el promedio de tres experimentos independientes en los que cada 
muestra se analizó por triplicado. La cuantificación relativa de la expresión génica se 
realizó a partir de los valores medios de Ct (ciclo en el que la curva de amplificación 
corta al nivel umbral utilizando el método 2-∆∆Ct (Livak y Schmittgen, 2001). El nivel del 
rRNA 18s se utilizó como control endógeno para normalizar los niveles de los mRNAs 
celulares y del gRNA y sgmRNA-N virales, dado que su expresión permanece 
invariada durante la infección con SARS-CoV. Los niveles de RNAs de pequeño 
tamaño se normalizaron con los niveles del control endógeno snRNA-U6, excepto en 
las muestras de suero, en las que se utilizó como control de carga el miRNA de C. 
elegans, cel-39-3p (Exiqon), añadido en igual cantidad a todas las muestras antes de 
la purificación del RNA. 
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6.5. Electroforesis y detección de RNA por sondas (northern blot) 
El RNA total (12 µg) extraído de células MDCK transfectadas con plásmidos con 
secuencias precursores de svRNAs para resolver los RNAs de pequeño tamaño en 
geles de acrilamida al 15% urea 7 M, de acuerdo con el protocolo previamente 
descrito (Pall y Hamilton, 2008). Se utilizaron como marcador de peso molecular RNAs 
de 20-100 nt de longitud (Prestained Marker for Small RNA Plus, DynaMarker). El RNA 
se transfirió a membranas de nylon, y se fijó con una solución 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) (EDC) durante 1 h a 60ºC. Las membranas se bloquearon a 65ºC 
durante al menos 1 h con una solución de bloqueo (citrato de sodio salino (SSC) 6x y 
dodecilsulfato sódico (SDS) al 7%) antes de hibridar con sondas marcadas 
radioactivamente.  
Los oligos de DNA utilizados como sondas tenían secuencias complementarias a 
los svRNAs derivados de SARS-CoV y a los RNA control, snRNA-U6 y miR-93-5p, 
(Tabla III). Se marcaron 30 moles de cada oligo (Sigma-Aldrich) radioactivamente con 
30 µCi de γ[P32] ATP (Perkin Elmer) utilizando la T4 polinucleótido quinasa (New 
England Biolabs), como indica el fabricante. Las sondas marcadas se purificaron en 
columnas defiltración en gel molecular (Sephadex G25, GE Healthcare) según las 
recomendaciones del fabricante y se incubaron con las membranas en la misma 
solución de bloqueo a 42ºC durante 16 h. Las membranas se lavaron con solución de 
lavado (SSC 3x y SDS 0,1 %) 3 veces durante 10 min cada vez a 42ºC, se secaron y 
se expusieron en una pantalla de captura de imagen (Personal Molecular Imager, 
Biorad). La detección de imágenes digitales se realizó con el programa Quantity One. 
Para volver a hibridar las membranas con las sondas de los controles, se incubaron 
con solución de bloqueo a 65ºC durante 16 h y se lavaron 3 veces con la misma 
solución a 65ºC durante 20 min antes de incubar con la nueva sonda a 42ºC durante 
16 h. 
Tabla III. Sondas usadas para la detección de svRNAs por northern blot. 
                    
 
6.6. Microscopía por hibridación in situ con fluorescencia (FISH) 
Células DBT-mACE2, crecidas a una confluencia del 90% sobre cubreobjetos de 12 
mm de diámetro en placas de cultivos de 24 pocillos, se infectaron a una multiplicidad 
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de infección (MDI) de 1 con SARS-CoV. Después de 24 h, las células se lavaron tres 
veces con PBS/dietilpirocarbonato (DEPC), se fijaron mediante incubación con 
paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS/DEPC durante 30 min a temperatura ambiente 
y se lavaron otras dos veces con PBS/DEPC. Las células se permeabilizaron 
incubándolas 10 min a 37ºC con 2 µg/ml de proteinasa K del reactivo miRCURY LNA 
microRNA ISH Optimization kit (Exiqon) de acuerdo con las indicaciones del manual. 
Para reducir la inmunorreactividad de fondo, las células se lavaron dos veces con 
PBS/DEPC y la actividad peroxidasa endógena se bloqueó incubando con peróxido de 
hidrógeno al 3% (Foret) en DEPC dos veces consecutivas 3 min cada vez a 
temperatura ambiente. Las células previamente lavadas con PBS/DEPC se 
deshidrataron incubando con soluciones crecientes de etanol (Merck) al 70, 96 y 
99,9% en DEPC diez veces por cada concentración durante 1 min cada vez. 
Finalmente, los cristales se dejaron secar durante 15 min sobre un papel limpio. La 
sonda de detección del svRNA-N era un oligonucleótido con secuencia 
complementaria modificado químicamente (miRCURY LNA, Exiqon) y marcado en los 
extremos 5’ y 3’ con digoxigenina (5’Dig-N/GAAGCTTCTGGGCCAGTTCCT/3’Dig-N). 
Las células se incubaron con la sonda preparada a una concentración de 20 nM de 
acuerdo con las especificaciones del manual durante 1 h a 53ºC en una cámara al 
95% de humedad. El exceso de sonda se retiró mediante series de lavados a 53ºC 
con concentraciones decrecientes de SSC 5, 1 y 0,2 x, dos veces con cada solución y 
5 min cada vez. Finalmente las células se lavaron con SSC 0,2 x durante 5 min a 
temperatura ambiente y luego con PBS/DEPC. Para la detección de la digoxigenina, 
los cristales se bloquearon en solución de bloqueo (0,1 % Tween-20, 2% FBS y 1% 
BSA en PBS/DEPC) durante 15 min a temperatura ambiente y se incubaron durante 1 
h a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a la 
peróxidasa HRP (Roche), diluido 1:400 en solución  de incubación (0,05 % Tween-20, 
1% FBS y 1% BSA en PBS/DEPC). Para retirar el exceso de anticuerpo, las células se 
lavaron tres veces con PBS/DEPC durante 3 min cada vez. Para la detección del 
anticuerpo unido a la sonda, se utilizó el reactivo que cataliza la reacción peroxidasa 
generando fluorescencia verde (TSA Plus Fluorescence FITC kit, Perkin Elmer) como 
indica el fabricante durante 10 min a temperatura ambiente en oscuridad. Las células 
se lavaron tres veces con PBS/DEPC durante 5 min cada vez para detener la reacción 
y finalmente, las muestras se montaron sobre portaobjetos con el reactivo ProLong 
Gold anti-fade (ThermoFisher Scientific) y 4’-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) diluido 
1:200 para la tinción de núcleos. Las preparaciones se examinaron con un 
microscopio confocal Leica SP5. Las imágenes se tomaron y procesaron con el 
programa LASAF (Leica).  
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7. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LOS RESULTADOS DE SECUENCIACIÓN 
MASIVA DE RNAs PEQUEÑOS Y GRANDES  
7.1. Filtrado, alineación y procesamiento de las secuencias de RNAs 
pequeños 
Se seleccionaron las lecturas de más de 18 nt, cuya polaridad original era conocida, 
secuenciadas desde uno de los extremos, proporcionadas por la compañía que realizó 
la secuenciación masiva (BGI), y se comprobó su calidad utilizando el programa 
FASTQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las lecturas se 
alinearon frente a las secuencias del genoma de ratón (GRCm38) o del SARS-CoV 
con el programa BWA (Li y Durbin, 2009) permitiendo solo 1 nt no coincidente y 
ninguna interrupción (bwa aln -n 1 -k 1 -o 0). Sólo se consideraron los alineamientos 
únicos para pasos posteriores. Los archivos de alineamiento SAM generados con 
BWA se comprimieron, ordenaron e indexaron con las funciones view, sort e index del 
paquete Samtools (Li y col., 2009). El buscador genómico SeqMonk 
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/seqmonk/ ) se utilizó para visualizar las 
secuencias alineadas. 
 
7.2. Identificación y caracterización de RNAs pequeños 
A partir de la combinación virtual de los datos de las 16 muestras, tomando para 
cada nt la cobertura máxima, se definió la colección de datos unificada de los loci de 
RNAs pequeños. Se definieron como loci las regiones genómicas continuas que tenían 
una cobertura mínima de 10 lecturas en la posición central y de al menos 2 secuencias 
en cada lateral. En total se definieron 5.208 loci de 36 nt de longitud de media. Se 
anotaron los loci que coincidían con miRNAs de ratón incluidos en miRBase v.20 
(Kozomara y Griffiths-Jones, 2014).  
Para cada muestra, las lecturas se asignaron a los loci definidos utilizando el 
programa featureCounts del paquete SubRead (Liao y col., 2014), de acuerdo con los 
parámetros preestablecidos para secuencias de polaridad conocida y de sentido único. 
La expresión diferencial de cada locus entre las distintas muestras se evaluó con el 
programa edgeR (Robinson y col., 2010). Las lecturas se normalizaron por cada millón 
de secuencias obtenidas en la secuenciación masiva de cada muestra y se ajustaron 
para calcular la relación expresado como log2 utilizando el método TMM. Para calcular 
el p-valor ajustado o FDR (Benjamini y Hochberg, 1995) se utilizaron dos o tres 
réplicas biológicas por cada condición experimental en el caso de las muestras no 
infectadas e infectadas, respectivamente.          
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7.3. Búsqueda de dianas de RNAs pequeños 
Para la búsqueda de dianas de los miRNAs anotados diferencialmente expresados 
en las distintas condiciones experimentales se utilizó la base de datos miRTarBase 
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/search.php#advanced). La búsqueda de dianas 
se restringió a los miRNAs celulares cuya expresión a 2 ddi había variado al menos 2 
veces en la infección del virus atenuado respecto al virulento, con un número medio de 
lecturas sin procesar (raw counts) igual o mayor a 20 y FDR por debajo de 0,05. De 
todos los posibles genes diana, sólo los que habían sido validados experimentalmente 
con evidencias fuertes (efecto en la expresión de genes reporteros, western blot o 
qPCR) se seleccionaron para analizar en el programa de clasificación funcional 
Panther (http://pantherdb.org) utilizando el genoma de ratón como organismo de 
referencia y las anotaciones de rutas funcionales incluidas en Panther, sin aplicar la 
corrección de Bonferroni. Las rutas funcionales estadísticamente enriquecidas para los 
genes diana de los miRNAs celulares (p-valor≤0,1) se representaron en una red de 
interacciones utilizando la herramienta Cytoscape v3.2.1 (Shannon y col., 2003). Esta 
red relacionaba los miRNAs, sus genes diana, y las rutas funcionales en las que 
intervenían.   
La búsqueda de dianas de los svRNAs derivados de SARS-CoV se realizó con el 
programa RNAhybrid (Rehmsmeier y col., 2004) utilizando como referencia el genoma 
completo del ratón GRCm38. Los parámetros establecidos fueron una interacción de 7 
nt seguidos como mínimo con una energía libre inferior a -25 Kcal/mol. Como 
controles positivos se analizaron 10 miRNAs celulares y como controles negativos, 10 
secuencias al azar del genoma del ratón que no eran miRNAs.  
 
7.4. Filtrado, alineación y procesamiento de las secuencias de RNAs grandes 
Se comprobó la calidad de las lecturas de 100 nt, de polaridad original conocida, 
secuenciadas desde uno de los extremos y obtenidas por secuenciación masiva 
(servicio de genómica, PCM), utilizando el programa FASTQC 
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Como la calidad de las lecturas 
disminuyó significativamente después de la posición 76 por la aparición de 
indeterminaciones (N), todas las secuencias se truncaron a partir del nt 75. Los 
primeros 75 nt de las secuencias se alinearon con el genoma del ratón GRCm38 
utilizando el programa TopHat2 (Kim y col., 2013) en las condiciones estándar de 
alineamientos desde un único origen y permitiendo intrones de hasta 100.000 nt de 
longitud. El alineamiento de secuencias se visualizó con el buscador genómico 
SeqMonk (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk ) y el programa 
IGV (Robinson y col., 2011).  
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7.5. Expresión diferencial de los caracteres genómicos 
La asignación de las lecturas a genes o lncRNAs de ratón se realizó con la función 
htseq-count del paquete de programas HTSeq (Anders y col., 2015). Los genes y otros 
caracteres genómicos coordinados se marcaron en la secuencia de DNA a partir de la 
versión anotada del genoma de ratón GRCm38.76 (ENSEMBL). La evaluación de la 
expresión diferencial de los genes en el pulmón de ratones infectados con el virus 
SARS-CoV-∆E y wt a 2 ddi se realizó con el programa DESeq2 (Love y col., 2014) 
utilizando los parámetros basales sin aplicar la detección de lecturas atípicas por 
distancia de Cook (cooksCutoff=FALSE). Para determinar el p-valor ajustado o FDR 
(Benjamini y Hochberg, 1995) se analizaron dos o tres réplicas biológicas por cada 
condición experimental de no infección o infección, respectivamente.  
Se utilizó el servidor FIESTA (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIESTA) para 
visualizar los resultados de expresión diferencial de genes después de aplicar distintos 
parámetros estadísticos (fold-change y FDR). Se seleccionaron para estudios 
funcionales los RNAs diferencialmente expresados en la infección con el virus ∆E y wt 
con variaciones iguales o mayores que 2 y FDR≤0,05 utilizando el programa 
(http://genecodis.cnb.csic.es/) que clasificó en grupos funcionales significativamente 
enriquecidos (p-valor<0,01) a los mRNAs diferencialmente expresados. 
 
8. CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS 
8.1. Construcción de plásmidos  
El plásmido de alto número de copia pGEM-T Easy (Promega) se utilizó para clonar 
los productos de PCR con secuencias virales que contenían los svRNAs nsp3.1, 
nsp3.2 y N flanqueados por las dianas de restricción Spe I y Not I (Roche). Los 
fragmentos digeridos con Spe I y Not I se clonaron en los mismos sitios del plásmido 
pEM-dsRED cedido por el Dr. Ben tenOever (Escuela de Medicina del Monte Sinaí, 
Nueva York, USA). Este plásmido incluye los dos exones de la proteína roja 
fluorescente (RFP) separados por un intrón donde se insertaron las secuencias virales 
que incluían los svRNAs. El plásmido pEM-dsRED-miR-124 (Varble y col., 2010) 
incluía el precursor del miRNA-124 celular en el intrón y se utilizó como control positivo 
de la biogénesis de miRNAs. En las células transfectadas con el plásmido, el 
procesamiento del mRNA o splicing liberaba el lazo con la secuencia precursora del 
svRNA o del miR-124 así como el mRNA maduro de dsRNA cuya expresión se 
observaba como fluorescencia roja en el microscopio ZEISS Axiophot.  
El plásmido pMirTarget (Origene) incluye el gen de la proteína roja fluorescente y el 
de la luciferasa, en cuya región 3’ UTR hay un sitio de clonaje múltiple que se utilizó 
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para introducir las secuencias diana complementarias de los svRNAs nsp3.1, nsp3.2 y 
N y de los controles positivos mmu-miR-124-3p y mmu-miR-877-5p.  
 
8.2. Construcción de plásmidos para estudiar el procesamiento de svRNAs 
por enzimas celulares 
Las regiones de genoma que contenían el svRNA-N y un control negativo (neg), 
que no tuvo lecturas en la secuenciación masiva, se amplificaron con oligonucleótidos 
que hibridaban unos 300 nt hacia el 5’ y otros 300 nt hacia el 3’ de los svRNAs. Debido 
a la proximidad del svRNA-nsp3.1 y el svRNA-nsp3.2, por un lado se obtuvo una 
misma región amplificada del genoma viral que contenía a ambos (nsp3) de unos 600 
nt y, por otro lado, otras dos regiones de menor tamaño (unos 400 nt) que incluían a 
los svRNAs nsp3.1 y nsp3.2 por separado. Los oligonucleótidos que hibridaron en el 
sentido del genoma incorporaron la secuencia diana para la enzima de restricción Spe 
I, mientras que los oligonucleótidos antisentido contenían la diana de Not I (Tabla IV).  
 
Tabla IV. Oligonucleótidos usados para la construcción de los fragmentos precursores de los 
RNAs virales pequeños (svRNAs). 
 
 La diana del enzima de restricción Spe I (actagt) indicada en minúscula se encuentra en los 
oligonucleótidos que hibridan en el sentido del genoma viral (VS).  La diana del enzima de restricción Not I 
(gcggccgc) indicada en minúscula se encuentra en los oligonucleótidos que hibridan en el sentido opuesto 
del genoma viral (RS). Se indica la posición en nucleótidos (nt) de los oligonucleótidos en el genoma del 
virus. 
 
Los correspondientes productos de PCR se clonaron en el vector pGEM-T Easy 
(Promega) de acuerdo con las indicaciones del fabricante y se digirieron con las 
enzimas Spe I y Not I para el posterior clonaje en los mismos sitios del plásmido pEM-
dsRED. 
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8.3. Construcción de plásmidos para estudiar el silenciamiento de la 
expresión de un mRNA diana por svRNAs 
Las secuencias diana para los svRNAs nsp3.1, nsp3.2 y N, para los miRNAs 
celulares mmu-miR-877-3p y mmu-miR-877-5p y para el control positivo mmu-miR-
124-3p se obtuvieron por síntesis química (GeneArt, ThermoFisher Scientific) y 
consistían en diez repeticiones de la secuencia complementaria a cada svRNA o 
miRNA separadas por 8 nt  correspondientes al sitio de restricción Not I (Tabla V). 
Cada secuencia diana, de unos 300 pb, estaba flanqueada por sitios de restricción 
únicos para ser introducidos en los mismos sitios del 3’ UTR del gen marcador 
luciferasa en el plásmido pMirTarget (Origene). Los plásmidos pMirTarget con las 
dianas de svRNAs o miRNAs se transfectaron en células DBT-mACE2 para analiar el 
silenciamiento de la expresión de luciferasa por svRNAs o miRNAs. 
 
Tabla V. Secuencias complementarias de los svRNAs y los miRNAs controles positivos diseñados 
como diana en plásmidos para ensayos de represión con el gen reportero luciferasa. 
 
Cada secuencia diana está repetida 10 veces separada por el sitio de restricción del enzima Not I 
(gcggccgc) en minúscula. Se indican las respectivas secuencias de las enzimas de restricción usadas 
para introducir cada diana en el plásmido pMirTarget. 
 
9. TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS 
9.1. Transfección reversa de inhibidores de svRNAs 
Células DBT-mACE2 crecidas al 80% de confluencia en placas de 100 mm de 
diámetro (p100) se tripsinizaron, se sembraron en placas de 24 pocillos (M24) y se 
transfectaron con los inhibidores de cada uno de los svRNAs derivados de SARS-CoV 
a una concentración de 75 nM ó 50, 75 y 100 nM en el caso del experimento de dosis-
respuesta (Tabla VI) y 1,5 µl del reactivo de transfección TransIT-X2 (Mirus), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Estos inhibidores consistían en oligonucleótidos con 
secuencia complementaria a los svRNAs (miScript miRNA inhibidores, Qiagen). 
Después de un periodo de incubación de 6 h a 37°C, los complejos de transfección se 
retiraron mediante lavados con medio de cultivo, las células se incubaron con DMEM 
2% FBS durante 18 h adicionales y a continuación se infectaron con el virus SARS-
CoV wt a una mdi de 1. Los sobrenadantes, el RNA total y las proteínas celulares se 
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recogieron para su posterior análisis a las 24, 48 y 72 hdi.  
 
Tabla VI. Secuencias de miScript miRNA mimic e inhibidores de los svRNAs y miRNAs control 
positivo. 
 
Las secuencias se encargaron a Qiagen para los ensayos en cultivos celulares. 
 
9.2. Transfección reversa de plásmidos  
Para el análisis del procesamiento de svRNAs o del silenciamiento de un mRNA 
diana marcador por svRNAs, células MDCK o DBT-mACE2, respectivamente, crecidas 
al 80% de confluencia en placas p100 se tripsinizaron, se sembraron en placas M24 y 
se transfectaron con 500 ng de los plásmidos correspondientes y 1,5 µl del reactivo de 
transfección TransIT-X2 (Mirus), siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
9.2.1. Las células MDCK se incubaron durante 6 h a 37°C con los complejos de 
transfección. Después de 18 h adicionales, se comprobó en el microscopio de 
fluorescencia la aparición de la fluorescencia roja de dsRed2 al producirse el 
procesamiento del RNA (splicing) que liberaba el lazo con el precursor del svRNA a 
partir del intrón y el mRNA maduro dsRed. El RNA total de las células MDCK se 
recogió para su análisis por northern blot.  
 
9.2.2. Para estudiar el silenciamiento de la expresión de un gen marcador por 
svRNAs miméticos, las células DBT-mACE2 se incubaron durante 6 h a 37°C con los 
complejos de transfección  que incluían el gen marcador diana de los svRNAs. A 
continuación se volvieron a transfectar con RNAs con la secuencia de los svRNAs 
(miScript miRNA mimic, Qiagen) (Tabla VI) a una concentración de 25 nM e 
inhibidores con secuencia complementaria a los svRNAs (miScript miRNA inhibidores, 
Qiagen) (Tabla VI) a una concentración de 75 nM. Tanto los RNAs miméticos como los 
inhibidores formaron complejos con 0,75 µl del reactivo de transfección TransIT-X2 
(Mirus) de forma separada, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se 
incubaron con DMEM 2% FBS 18 h adicionales y se obtuvieron los lisados para el 
ensayo luciferasa.  
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9.2.3. Para estudiar el silenciamiento de la expresión de un gen marcador por 
svRNAs producidos en la infección, las células DBT-mACE2 se incubaron durante 6 h 
a 37°C con los complejos de transfección que incluían el gen marcador. A 
continuación se infectaron con SARS-CoV wt a una mdi de 1. Las células se incubaron 
con DMEM 2% FBS 18 h adicionales y se prepararon los lisados células para el 
ensayo luciferasa.  
 
10. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
10.1. Inmunodetección de proteínas (western blot) 
Se generaron extractos de proteínas de células DBT-mACE2 crecidas en pocillos 
de M24 transfectadas con inhibidores de svRNAs e infectadas con SARS-CoV wt a 
una mdi de 1 a 8, 16, 24, 48 y 72 hdi. Para la lisis celular se incubó la monocapa con 
50 µl de tampón de carga (NuPAGE Sample Buffer, Novex, ThermoFisher Scientific) 
suplementado con ditiotreitol (DTT) 100 mM e inhibidor de proteasas 1x (Complete 
Mini V10, Roche). Los extractos de proteínas se sonicaron (2 pulsos de 5 segundos, 
10 vatios de intensidad, sonicador VC50 VibraCell, Sonics&Materials) antes de 
analizarse en geles de acrilamida-SDS desnaturalizantes en gradiente (NuPAGE 
Novex 4-12% Bis/Tris Precast Gels, ThermoFisher Scientific) utilizando MOPS como 
solución electrolito (NuPAGE MOPS SDS Running Buffer, Novex, ThermoFisher 
Scientific). Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE 
Healthcare), mediante el sistema Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). Las 
membranas se bloquearon con leche en polvo al 5% en TBS durante 1 h a 
temperatura ambiente y se incubaron con los anticuerpos primarios específicos que 
reconocen las proteínas de SARS-CoV nsp3 (dilución 1:2000, Rockland) y N (dilución 
1:1000, Ascites SA87-A1) y la proteína β-actina (dilución 1:10000, Abcam) como 
control de carga, diluidos  en TBS con leche en polvo al 3% durante 12 h a 4°C. A 
continuación, las membranas se lavaron  3 veces con TTBS (20 mM TRIS-HCl pH 7,5, 
150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) y se incubaron con el anticuerpo secundario 
conjugado a la peroxidasa HRP (Sigma-Aldrich), específico para la especie del 
anticuerpo primario correspondiente diluido 1:30000 en TTBS con leche en polvo al 
3%. Después de lavar las membranas con TTBS tres veces 5 min cada vez, los 
anticuerpos unidos se detectaron utilizando el reactivo Immobilon Western 
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) y un captador de imágenes ChemiDoc 
XRS+ System (Bio-Rad), siguiendo las recomendaciones del fabricante.  
 
10.2. Inmunomicroscopía de fluorescencia indirecta (inmunofluorescencia)  
Células ST, crecidas sobre cubreobjetos de 12 mm de diámetro en placas de 
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cultivos de 24 pocillos a una confluencia del 80%, se infectaron a una mdi de 1 con el 
virus TGEV PUR46-MAD. Después de 8 h, las células se lavaron tres veces con PBS, 
se fijaron mediante incubación con PFA al 4% en PBS durante 15 min a temperatura 
ambiente y se permeabilizaron mediante incubación con metanol frío durante 10 min. 
Para su análisis por inmunofluorescencia, las células se lavaron 3 veces con PBS y se 
incubaron con solución de bloqueo (10% BSA filtrado en PBS) durante 60 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios 
anti-Ago2 monoclonal de rata (SAB4200085, Sigma) y anti-TIAR policlonal de cabra 
(sc-1749, Santa Cruz Biotechnologies), diluidos 1:200 y 1:1000, respectivamente, en 
solución 5% BSA en PBS durante 60 min a temperatura ambiente. A continuación, se 
lavaron las células tres veces con PBS. Para la detección se utilizaron anticuerpos 
secundarios específicos frente a rata o cabra, en función del anticuerpo primario 
empleado, conjugados a los fluoróforos Alexa 594 o Alexa 488 (ThermoFisher 
Scientific), respectivamente, diluidos 1:500 en solución 5% BSA en PBS. Después de 
la incubación con el anticuerpo secundario durante 60 minutos a temperatura 
ambiente, las células se lavaron tres veces con PBS y los núcleos se tiñeron por 
incubación con el reactivo DAPI a una concentración de 1 mg/ml durante 15 min a 
temperatura ambiente. Finalmente, las células se lavaron tres veces con PBS y se 
montaron sobre portaobjetos utilizando el reactivo ProLong Gold anti-fade reagent 
(ThermoFisher Scientific). Las muestras se examinaron con un microscopio confocal 
Leica SP5 laser scanning microspe (Leica). Las imágenes se tomaron y procesaron 
con el programa LASAF (Leica).  
 
11. ENSAYO DE ACTIVIDAD LUCIFERASA   
Las células DBT-mACE2 transfectadas con los plásmidos pMirTarget con el gen 
diana luciferasa y después o bien transfectadas con RNAs miméticos e inhibidores de 
svRNAs o bien infectadas (apartado 9.2. de esta sección) se lisaron con 40 µl de la 
solución de lisis del sistema de ensayo luciferasa (Promega) y de acuerdo con las 
especificaciones del fabricante. En primer lugar, para normalizar los niveles de 
transfección, la fluorescencia roja emitida por la proteína roja fluorescente (RFP) en 20 
µl de lisado celular se midió en placas transparentes de 96 pocillos con las paredes 
opacas (Colstar, Corning) en el lector de fluorescencia de microplacas (Tecan 
INFINITE F200) excitando a 550 y absorbiendo a 590 nM con una ganancia de 100. A 
continuación, se añadió a los lisados 100 µl del reactivo del ensayo luciferasa 
(Promega) y se midió la luminiscencia emitida por la actividad de Firefly Luc (560 nM) 
durante 10 segundos con una espera de 2 segundos entre las medidas de cada 
pocillo. Los resultados de Firefly Luc se normalizaron por la cantidad de fluorescencia 
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roja emitida por la proteína RFP. Se asignó el valor 100% de actividad luciferasa a las 
muestras transfectadas con el vector pMirTarget que expresaba el gen luciferasa. La 
actividad luciferasa en muestras transfectadas con este vector y además con RNAs 
miméticos e inhibidores de svRNAs o bien infectadas por SARS-CoV se expresó como 
porcentaje de ese valor.  
 
12.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los resultados mostrados en esta memoria se expresaron como la media de 
los datos más la desviación estándar. Para analizar las diferencias entre los valores 
medios de los distintos grupos se utilizó el test de la t de Student. Las diferencias entre 
grupos se consideraron estadísticamente significativas cuando el p-valor fue inferior a 
0,05 o bien inferior a 0,1 en experimentos in vivo (Noymer).  
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1. ANÁLISIS POR SECUENCIACIÓN MASIVA DE RNAs PEQUEÑOS NO 
CODIFICANTES EN LA INFECCIÓN DE RATONES POR SARS-CoV 
En este trabajo se ha estudiado la relevancia de los RNAs no codificantes en la 
interacción virus-hospedador, usando como modelo experimental el virus SARS-CoV y 
ratones BALB/c, que reproducen la patología pulmonar causada en humanos. Dado 
que la regulación por ncRNAs depende en gran medida de complejas redes de 
interacción específicas de tejido (Ludwig y col., 2016), los resultados obtenidos in vivo 
proporcionan información sobre la relevancia fisiológica de los ncRNAs en la infección 
de SARS-CoV. La patología pulmonar de SARS-CoV se debe fundamentalmente a 
una respuesta inflamatoria muy elevada (Channappanavar y col., 2016). Por tanto, con 
el fin de restringir el estudio a los ncRNAs implicados específicamente en la respuesta 
inflamatoria, se comparó la infección del virus silvestre virulento, SARS-CoV-wt, con la 
del mutante de deleción SARS-CoV-∆E, que está atenuado in vivo (DeDiego y col., 
2007). Mientras que el virus silvestre causa una inflamación pulmonar severa, pérdida 
de peso significativa y muerte del 100% de los ratones a partir del quinto día después 
de la infección, los ratones infectados con el virus atenuado SARS-CoV-∆E no pierden 
peso y todos ellos sobreviven (Netland y col., 2010). Por tanto, como la única 
diferencia entre ambos virus es la presencia o ausencia de la proteína E, los ncRNAs 
diferencialmente expresados en ambas infecciones podrían estar implicados 
específicamente en la regulación de la patología inflamatoria causada por el SARS-
CoV. Para analizar estos ncRNAs se utilizó la tecnología de secuenciación masiva de 
RNAs, que permite estudiar el transcriptoma completo de la célula de forma 
sistemática y con alto rendimiento. Dado que los RNAs no codificantes incluyen RNAs 
muy diferentes en tamaño, se secuenciaron independientemente la fracción de 
ncRNAs de pequeño tamaño (< 200 nt), que contiene los miRNAs, y la fracción de 
RNAs de mayor tamaño (> 200 nt) entre los que se encuentran los lncRNAs, así  como 
los mRNAs que codifican proteínas. Esta memoria se centra fundamentalmente en los 
resultados obtenidos en la secuenciación masiva de ncRNAs de pequeño tamaño. 
 
1.1. Infección in vivo y preparación de las muestras para secuenciación 
masiva 
Para las infecciones experimentales, se inocularon ratones BALB/c intranasalmente 
con 105 unidades formadoras de placa (ufp) de los virus SARS-CoV-wt o SARS-CoV-
∆E o bien con una solución de medio sin virus, como control negativo de infección 
(mock), y se sacrificaron a los 2 y 4 días después de la infección (ddi) para la recogida 
de muestras de sangre y de pulmón. A lo largo del experimento se hizo un 
seguimiento de los síntomas clínicos de la enfermedad, entre ellos la pérdida de peso 
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(Fig. 5A). Como se esperaba, los ratones infectados con el SARS-CoV-∆E 
mantuvieron su peso inicial, al igual que los ratones no infectados, mientras que los 
infectados con el virus silvestre adaptado a ratón disminuyeron su peso a lo largo de 
los días hasta alcanzar el 80% del peso inicial el día 4 di. La determinación de virus en 
los pulmones mostró que el título viral a día 2 fue algo mayor que a día 4 después de 
la infección (Fig. 5B), probablemente como consecuencia del aclaramiento del virus 
por la respuesta inmune del hospedador, de acuerdo con resultados previos de 
nuestro laboratorio (Jimenez-Guardeño y col., 2014). Además, el título del virus SARS-
CoV-∆E en el pulmón fue unas 100 veces menor que el del virus silvestre, tanto a día 
2 como a día 4 di. De forma similar, los niveles de gRNA viral a 2 ddi eran mayores 
que a día 4 (Fig. 5C). Además, no se observaron diferencias en los niveles de gRNA 
entre el virus SARS-CoV-wt y el SARS-CoV-∆E, indicando que ambos virus son 
competentes en replicación y que la ausencia de la proteína E, que es parte de la 
envuelta viral, estaría afectando a la morfogénesis del virus y, en consecuencia, a su 
propagación, como se ha descrito en otros coronavirus (Almazan y col., 2013; 
DeDiego y col., 2008; Ortego y col., 2007). A 4 ddi, a pesar de la reducción en el título 
viral se observó macroscópicamente un aumento en el daño pulmonar, asociado al 
incremento de peso del pulmón (Fig. 5D) y caracterizado por edema y áreas 
hemorrágicas, fundamentalmente en la infección por el virus silvestre SARS-CoV-wt 
(Fig. 5E). Estas observaciones confirman que la patología pulmonar no se debe 
únicamente al efecto directo de la replicación viral, sino a una respuesta inflamatoria 
exacerbada que avanzaba a pesar del aclaramiento del virus (Jimenez-Guardeño y 
col., 2014), causando finalmente la muerte de los animales infectados (Fig. 5A). El 
estudio histopatológico confirmó que los pulmones de los ratones infectados con el 
SARS-CoV-∆E mostraban menos signos de inflamación que los infectados con el virus 
silvestre, en los que se observó daño alveolar difuso con edema pronunciado, 
acumulación de exudado inflamatorio en los espacios aéreos y abundantes infiltrados 
de células inflamatorias, signos característicos del síndrome de dificultad respiratoria o 
ARDS (Fig. 5F). 
Resultados 
	 69 
 
Figura 5. Caracterización de la infección de ratones con el virus virulento SARS-CoV-wt o el virus 
atenuado SARS-CoV-∆E. Ratones BALB/c de 16 semanas se inocularon con 105 ufp del virus silvestre 
(WT) o del mutante sin la proteína E (∆E). Se realizó un seguimiento a lo largo de 4 días después de la 
infección midiendo pérdida de peso del ratón (A), título viral (B), niveles de RNA genómico del virus (C), 
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aumento del peso de los pulmones (D), lesiones macroscópicas de los pulmones (E), e histopatología 
pulmonar (F). (A) La pérdida de peso se representa como porcentaje del peso de los ratones respecto al 
que tenían al inicio del experimento, antes de la infección con el virus. (B) Título viral en los pulmones de 
ratones sacrificados a 2 y 4 ddi expresado como ufp por gramo de tejido pulmonar. (C) Niveles de RNA 
genómico viral en los pulmones de ratones infectados, medidos por RT-qPCR y representados como el 
incremento respecto a los niveles en ratones no infectados, que se usaron como referencia con un valor 
de 1. (D) Peso del pulmón de ratones infectados expresado respecto al de los ratones no infectados a los 
que se asignó el valor relativo de 100%. El incremento en el peso del pulmón está directamente 
relacionado con el flujo de líquido desde los vasos sanguíneos hacia los espacios alveolares e 
intersticiales, acompañando a las células de la respuesta inflamatoria que acuden al foco de la infección. 
(E) Aspecto de los pulmones de ratón. La infección viral causa lesiones hemorrágicas de color rojo 
intenso. (F) Análisis histopatológico de los pulmones de ratones infectados. Secciones pulmonares se 
tiñeron con hematoxilina-eosina y se observaron al microscopio (10x). Los asteriscos (*) indican edema y 
las flechas, infiltrados celulares inflamatorios. 
 
Una vez comprobado que las infecciones experimentales de ratones se habían 
desarrollado como se preveía, en términos de crecimiento viral y virulencia, se extrajo 
el RNA de los pulmones y se fraccionó de acuerdo con su tamaño en RNAs pequeños 
(< 200 nt) y RNAs de mayor tamaño (> 200 nt). Se confirmó mediante un sistema de 
bioanálisis (Agilent Bioanalyzer) que ambas muestras de RNA cumplían con los 
requisitos mínimos de calidad y cantidad que se requieren para la secuenciación 
masiva. Este sistema de análisis permite medir la calidad de una muestra de RNA a 
través del cálculo del índice de integridad del RNA (RIN), que se determina mediante 
el análisis microelectroforético de la muestra y la cuantificación de productos de 
degradación. En los RNAs mayores de 200 nt, la desintegración del RNA se observa 
como reducción en la intensidad de señal de los RNA ribosómicos (28s y 18s) y 
aumento de la señal de RNAs de menor tamaño. Los valores de RIN varían entre 10, 
RNA intacto, y 1, completamente degradado. De forma independiente, se determina la 
concentración de la muestra para estandarizar el valor de la integridad. En todas las 
muestras de pulmón, ambas fracciones de RNAs pequeños (Fig. 6A) y largos (Fig. 6B) 
dieron valores de integridad del RNA superiores a 8 y concentraciones adecuadas  
(37-116 ng/µl para los RNAs pequeños y 68-256 ng/µl para los RNAs largos) para 
asegurar resultados óptimos en la secuenciación masiva.  
 
 
Figura 6. Análisis de la integridad del RNA de los pulmones de ratones infectados. El RNA de los 
pulmones de los ratones infectados se fraccionó separando los RNAs pequeños (< 200 nt) de los largos 
(> 200 nt). Su concentración y calidad se analizó en el Bioanalyzer antes de la secuenciación. 
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Electroferogramas de las fracciones de RNAs pequeños (A) y largos (B) de una muestra representativa 
(M2A, ratones no infectados a 2 ddi). (A) El pico mayoritario está por debajo de los 200 nt, confirmando la 
buena separación de los RNAs de pequeño tamaño. El pico de 25 nt corresponde al marcador de tamaño 
utilizado como referencia. No se observa una degradación evidente de RNA en el gel mostrado a la 
derecha. (B) Los dos picos mayoritarios corresponden al RNA ribosomal 18s y 28s, cuyas bandas se 
observan en el gel capilar de la derecha. El índice de integridad del RNA (RIN) se calcula comparando la 
cantidad de RNA de los dos picos respecto al total de RNA de la muestra. El RIN de esta muestra fue 9,3. 
 
1.2. Secuenciación masiva de los RNAs de pulmones infectados por SARS-
CoV 
La secuenciación masiva de los RNAs de pequeño tamaño se realizó en una 
compañía internacional de referencia en servicios de genómica (BGI, China). Se 
analizaron un total de 16 muestras que incluían: dos réplicas biológicas de pulmones 
no infectados y tres réplicas biológicas de los pulmones infectados con SARS-CoV-wt 
o SARS-CoV-∆E para cada uno de los tiempos de infección (2 y 4 ddi). Se aplicó el 
protocolo de la compañía Illumina para secuenciación de RNAs pequeños (Small RNA 
Sample Preparation Kit, Illumina). Se obtuvieron lecturas de hasta 50 nt de una única 
polaridad (single end), es decir, leídas una sola vez y de polaridad original conocida. 
La polaridad de los RNAs originales se pudo conocer debido a que los adaptadores 
unidos a los extremos del RNA proporcionan lecturas etiquetadas por nt diferentes si 
corresponden al RNA original o a su secuencia complementaria. De cada muestra se 
obtuvieron alrededor de 30 millones de lecturas (Tabla VII), identificándose secuencias 
de RNAs pequeños mayoritarios en el tejido pulmonar, como el miRNA de Mus 
musculus mmu-let-7, además de otros RNAs minoritarios.  
Tabla VII. Análisis de las secuencias de RNAs pequeños de los pulmones de ratones infectados 
con SARS-CoV-wt o SARS-CoV-∆E obtenidas por secuenciación masiva.  
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Se indican los ratones no infectados (Mock-infectados, M), infectados con el SARS-CoV-wt (W) o SARS-
CoV-∆E (E). Los números 2 y 4 en el nombre abreviado de las muestras indican 2 y 4 ddi, 
respectivamente. Las letras A, B, C, D y E indican réplicas biológicas independientes. Secuencias únicas, 
aquellas que tienen un solo alineamiento en el genoma de referencia. Locus, secuencias que alinean de 
acuerdo con la definición de loci descrita en Materiales y Métodos. Alineamiento en ‘+’ o ‘-’, secuencias 
que alinean con el RNA viral en polaridad positiva (la misma del gRNA) o negativa, respectivamente. 
 
La calidad de las librerías preparadas para la secuenciación masiva se comprobó 
analizando la distribución de la longitud de las secuencias obtenidas. Las lecturas de 
longitud menor a 18 nt se excluyeron del análisis, porque corresponden a artefactos de 
la secuenciación (lecturas incompletas, dimerización de adaptadores,…). En todas las 
muestras, más del 50% de las lecturas tenían 22 nt de longitud (Fig. 7), que es el 
tamaño característico de los miRNAs expresados en células de mamífero, lo que 
confirmó que los resultados de la secuenciación tenían una calidad óptima. Los 
miRNAs fueron los más abundantes en la secuenciación, dado que en la célula 
representan el mayor porcentaje de todos los RNAs de pequeño tamaño (Peng y col., 
2011). Además, alrededor del 25% de las secuencias tenían 23 nt de longitud y 
podrían corresponder a miRNAs adenilados en el extremo 3’. Esta es una modificación 
frecuente de los miRNAs para aumentar su estabilidad frente a exonucleasas celulares 
que degradan miRNA maduros no unidos a sus dianas (Kai y Pasquinelli, 2010).  
                    
 
Figura 7. Distribución de la longitud de las secuencias obtenidas por secuenciación masiva de los 
RNAs pequeños de pulmones de ratones infectados. Se representa el porcentaje de secuencias que 
tienen longitudes entre 18 y 30 nt, obtenidas a partir de RNAs pequeños de los ratones infectados con el 
SARS-CoV-wt (A) o con el mutante ∆E (B) a 2 ddi. Estas muestras son representativas de todas las 
demás. En todos los casos, más del 50% de las secuencias tenía 22 nt, coincidiendo con la longitud de 
los miRNAs en células de mamífero.    
 
Los RNAs de mayor tamaño procedentes de los pulmones infectados se analizaron 
por secuenciación masiva para obtener el transcriptoma completo (RNA-seq). Para 
mejorar la eficiencia del análisis se eliminó el RNA ribosómico, que representa el 80-
90% del RNA total de mamíferos (Lodish y col., 2000), utilizando sondas específicas 
unidas a partículas magnéticas (Ribozero rRNA Removal kit). De esta forma, las 
muestras se enriquecen en los RNAs de interés menos abundantes, que corresponden 
en su mayoría a mRNAs y lncRNAs. Estos RNAs proporcionan información sobre la 
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respuesta del hospedador a la infección, mediada tanto por la expresión de proteínas 
como de RNAs no codificantes con función reguladora. Para la construcción de las 
librerías, los RNAs se fragmentaron, se copiaron a cDNAs y a estos se les añadieron 
adaptadores a los extremos para poder identificar la polaridad de las secuencias de 
RNA originales a partir de las lecturas obtenidas en la secuenciación. De cada 
muestra, se obtuvieron alrededor de 20 millones de lecturas únicas de hasta 100 nt 
leídas en un único sentido.  
 
1.3. Alineamiento de las secuencias de RNAs pequeños con genomas de 
referencia 
Las secuencias con más de 18 nt obtenidas por secuenciación masiva de los RNAs 
pequeños de los pulmones de ratones infectados con SARS-CoV se alinearon con el 
genoma del hospedador (ratón GRCm38) o con el genoma del SARS-CoV-MA15 
mediante el programa de alineamiento BWA. Para aumentar la fiabilidad del 
alineamiento y evitar secuencias erróneas debidas a cambios de nts durante la 
secuenciación, se aplicaron dos criterios: (i) Permitir como máximo un nt no 
coincidente entre la lectura obtenida y la secuencia de referencia, sin admitir 
inserciones o deleciones; (ii) Descartar todas aquellas secuencias que alineaban en 
más de un sitio del genoma, seleccionando exclusivamente las secuencias únicas.  
Más del 90% de las secuencias alinearon con el genoma del ratón (Fig. 8) en todas 
las muestras de pulmón, tanto no infectados como infectados con el virus silvestre o 
con el mutante de deleción de la proteína E, a ambos tiempos después de la infección 
(2 y 4 ddi) (Tabla VII). Parte de estos RNAs celulares pequeños eran productos de 
degradación de RNAs, pero otros correspondían a distintos tipos de RNAs pequeños 
con relevancia funcional como miRNAs, tRNAs, snRNAs, snoRNAs o piRNAs. Por otra 
parte, en las muestras de ratones infectados, alrededor del 0,1% de las secuencias 
alinearon específicamente con el genoma del virus, mientras que estas secuencias 
fueron prácticamente indetectables en los pulmones no infectados (Tabla VII). El 5% 
de las secuencias no alinearon ni con el genoma del ratón ni con el del virus y se 
consideraron ruido experimental, debido probablemente a errores introducidos en la 
secuenciación, por lo que no se tuvieron en cuenta en posteriores análisis (Datta y 
col., 2010) (Fig. 8). 
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias de RNA de pequeño tamaño de los pulmones de ratones 
infectados obtenidas por secuenciación masiva. Las lecturas con más de 18 nt se alinearon con el 
genoma de ratón (GRCm38) usando el programa de alineamiento BWA permitiendo como máximo 1 nt no 
coincidente y descartando aquellas lecturas que alineaban en más de una posición en el genoma. La 
gráfica representa el porcentaje de lecturas que alinearon con el genoma del ratón (Mus musculus) o con 
el genoma del virus (SARS-CoV) en cada una de las muestras del experimento. Mock, RNA de ratones no 
infectados; WT, RNA de ratones infectados con el virus SARS-CoV-wt; ∆E, RNA de ratones infectados 
con el virus SARS-CoV-∆E. Los números (1, 2 y 3) sobre cada columna indican las réplicas biológicas de 
cada condición experimental. 
 
1.3.1. Definición de loci o posiciones de alineamiento de RNAs pequeños en el 
genoma de ratón 
Para el análisis comparativo de las secuencias de RNAs pequeños fue 
imprescindible definir entidades de secuencia correspondientes a un RNA pequeño 
con relevancia biológica frente al ruido experimental. Para ello, se combinaron las 
secuencias obtenidas en todas las muestras en un único alineamiento virtual con el 
genoma de referencia (Fig. 9). Se definieron como locus las posiciones del genoma en 
las que al menos en una de las muestras alineaban un mínimo de diez lecturas de 
RNA con una cobertura mínima de dos lecturas para cada uno de los nt del locus. Con 
estos criterios, se obtuvieron 5.208 loci en el genoma del ratón que incluían en torno al 
98% del total de las secuencias de RNA (Tabla VII). Esta clasificación permitió 
cuantificar el número de lecturas que correspondían a los distintos loci para comparar 
su expresión entre las distintas muestras. De los 5.208 loci, 593 correspondieron a 
miRNAs de ratón anotados en miRBase, y representaban el 29% del total de 2.035 
miRNAs anotados. De acuerdo con esta base de datos, se han descrito 427 miRNAs 
que se expresan en el pulmón de ratón (GEO: GSM539870), de los que 288 (51,3%) 
fueron detectados en nuestro análisis. Esto significaría que nuestros resultados 
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experimentales podrían incluir miRNAs de otras células no pulmonares, como células 
del sistema inmune infiltradas, o bien miRNAs no identificados antes en el pulmón.  
 
         
Figura 9. Definición de locus a partir de las secuencias obtenidas por secuenciación masiva. Para 
comparar las secuencias diferencialmente expresadas en los pulmones de ratones infectados con el virus, 
o sin infectar, se establecieron los criterios mínimos para determinar a qué posiciones del genoma o locus 
se asignaban las secuencias obtenidas en la secuenciación. Se alinearon virtualmente las secuencias de 
todas las muestras con el genoma de referencia y se combinaron para generar un conjunto único de 
datos. Se obtuvieron en total 5.208 loci definidos como regiones genómicas con una cobertura continua 
de al menos 2 lecturas y una abundancia mínima de 10 lecturas en alguna de las muestras. Se calcularon 
las lecturas que se encontraban en todos estos loci en cada muestra usando la función featureCounts del 
programa Rsubread. 
 
1.3.2. Visualización de los alineamientos de RNAs pequeños con el genoma 
La visualización del alineamiento de secuencias de RNAs pequeños con el genoma 
de referencia proporciona información de interés como: (i) La posición del genoma en 
la que alinean las secuencias y todas las anotaciones asociadas (genes, secuencias 
codificantes o reguladoras,…) lo que permite asignar los loci definidos anteriormente; 
(ii) Número de lecturas que alinean en cada locus del genoma en cada muestra; (iii) 
Polaridad de las secuencias, es decir, si las secuencias tienen el mismo sentido del 
genoma o contrario; (iv) Cambios en la secuencia de nt respecto al genoma de 
referencia (Fig. 10). La visualización de los alineamientos permitió identificar 
secuencias de miRNAs (Fig. 10) que se caracterizan por una distribución bimodal en 
dos loci próximos (separados unos 20 nt) con distinta abundancia de lecturas, que 
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corresponden al miRNA maduro (el más abundante) y al miRNA pasajero. Esta 
distribución refleja la estructura del RNA precursor de miRNAs, formada por un lazo-
tallo con dos secuencias complementarias (Burke y col., 2015).  
                     
Figura 10. Visualización del alineamiento de las lecturas de las secuenciación masiva con el 
genoma del ratón. Visualización con el programa Seqmonk del alineamiento de secuencias con dos loci 
(5121 y 5122) del genoma de referencia. La distribución bimodal de ambas secuencias y la distinta 
abundancia indican que corresponden a los brazos 5p y 3p del precursor del miRNA-223, que dan lugar al 
miRNA pasajero y miRNA maduro, respectivamente. Los picos azules corresponden a una muestra de 
pulmón infectado con el SARS-CoV-∆E a 2 ddi y los picos rojos, a una infectada con el virus wt.   
 
2.    EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE RNAs PEQUEÑOS DE RATÓN (miRNAs) 
EN PULMONES DE RATONES INFECTADOS CON EL VIRUS SARS-CoV 
VIRULENTO O ATENUADO  
2.1. Parámetros que definen la expresión diferencial de RNAs pequeños  
Una vez asignadas las secuencias de RNAs pequeños a loci del genoma de 
referencia, se analizó su expresión diferencial en el pulmón de ratones infectados con 
el SARS-CoV wt virulento y el mutante ∆E atenuado. Los RNAs pequeños expresados 
diferencialmente podrían estar implicados en la inflamación severa causada por el 
virus virulento. Se hicieron comparaciones pareadas de la expresión en el pulmón de 
los RNAs pequeños entre (i) la infección con el virus virulento (2 ddi) y no infección 
(wt/mock) (Fig. 11A); (ii) infección con el virus atenuado (2 ddi) y no infección 
(∆E/mock) (Fig. 11B) y; (iii) infección con el virus atenuado y el virulento (∆E/wt) (Fig. 
11C). El cociente entre el número de lecturas de un mismo RNA en cada condición se 
expresó como log2. Cuanto mayor sea este cociente, tomado en valor absoluto, más 
significativa será la diferencia de expresión y más probable es que ese RNA sea 
relevante en la patogénesis de SARS-CoV (Fig. 11). Entre los RNAs expresados 
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diferencialmente (|log2Ratio|≥1) con significancia estadística (FDR≤0,05) (puntos 
coloreados en Fig. 11), se observó que existía una correlación inversa entre la 
magnitud de la variación y la abundancia de lecturas. La mayoría de los RNAs que 
cambiaban más su expresión eran también los menos abundantes, y por lo tanto, su 
relevancia en la interacción virus-hospedador sería menos significativa (Ameres y 
Zamore, 2013). Por eso, el estudio posterior se centró en aquellos RNAs pequeños 
que cambiaban su expresión significativamente (más de 2 veces) durante la infección 
y eran más abundantes (≥20 cuentas sin procesar o raw counts en promedio).  
                  
Figura 11. Expresión diferencial de RNAs pequeños en pulmones de ratones infectados con el 
virus virulento o con el atenuado. El valor de expresión de cada uno de los loci se comparó entre las 
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muestras de los ratones no infectados (mock), o infectados con el SARS-CoV-wt (WT) o SARS-CoV-∆E 
(∆E) a 2 ddi. (A) Comparación de la expresión en ratones infectados con el virus virulento wt a 2 ddi 
respecto a no infectados. (B) Comparación de la expresión en ratones infectados con el virus atenuado 
∆E a 2 ddi respecto a no infectados. (C) Comparación de la expresión en ratones infectados con el virus 
atenuado ∆E a 2 ddi respecto a infectados con el virus virulento wt a 2 ddi. Cada punto en las gráficas 
representa un locus, definido como se ha explicado en la Figura 9. En el eje horizontal se representa el 
número de lecturas de cada locus por cada millón de lecturas en el pulmón de las muestras que se 
comparan en cada caso en escala logarítmica de base 2 (cpm). En el eje vertical se representa la 
expresión diferencial de cada locus expresado como el log2 ratio del cociente (o fold-change, FC). Todos 
los puntos con color están diferencialmente expresados con significancia estadística (FDR ≤0,05, FC≥2 o 
FC≤-2 y una media de cuentas sin procesar ≥20) usando tres réplicas biológicas por grupo. En rojo, loci 
con FC≥2; en verde, loci con FC≤-2.   
 
2.2. Búsqueda de miRNAs diferencialmente expresados anotados en bases de 
datos 
Se estudió la naturaleza de los RNAs pequeños diferencialmente expresados 
mediante su búsqueda en la base de datos de miRNAs, miRBase. Sólo una pequeña 
proporción de estos RNAs pequeños se identificó como miRNA de ratón anotado: 
7/127 en la infección con el virus wt respecto a no infección (Tabla VIII) y 23/190 en la 
infección con el virus ∆E respecto al virus wt (Tabla IX), de forma similar a lo 
observado en ratones infectados con SARS-CoV o el virus de la gripe (Peng y col., 
2011). Los RNAs diferencialmente expresados que no eran miRNAs anotados incluían 
otros tipos de RNAs pequeños, como RNAs nucleolares, cuya función en la infección 
viral no se conoce todavía (Peng y col., 2011). Además, se incluirían potenciales 
miRNAs nuevos, dada la distribución bimodal de lecturas observada en el 
alineamiento con el genoma de ratón, similar a la esperada para los precursores de 
miRNAs.  
 
Tabla VIII. miRNAs de ratón diferencialmente expresados en los pulmones de ratones infectados 
con el virus virulento SARS-CoV wt a 2 ddi respecto a no infectados.  
 
            
 
Se muestran los miRNAs con expresión diferencial o fold-change ≥2 o ≤-2, FDR≤0,05 y un promedio de 
lecturas sin procesar en la secuenciación masiva de los RNAs pequeños mayor de 20. Mock, ratones no 
infectados. CPM, cuentas por millón de los miRNAs en la comparación de los ratones no infectados e 
infectados con el SARS-CoV-wt. 
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Tabla IX. miRNAs de ratón diferencialmente expresados en los pulmones de ratones infectados 
con el virus atenuado SARS-CoV-∆E respecto al virulento SARS-CoV wt a 2 ddi. 
             
Se muestran los miRNAs con expresión diferencial o fold-change ≥2 o ≤-2, FDR≤0,05 y un promedio de 
lecturas sin procesar en la secuenciación masiva de los RNAs pequeños mayor de 20. CPM, cuentas por 
millón de los miRNAs en la comparación de los ratones infectados con el SARS-CoV-wt y el SARS-CoV-
∆E 
 
Entre los miRNAs anotados, solo dos (mmu-miR-5099 y mmu-miR-6978-5p) se 
expresaron diferencialmente tanto en la infección del virus virulento respecto a sin 
infección, como en la infección del virus atenuado respecto al virulento (Fig. 12). 
Ambos miRNAs se sobre-expresaban en la infección con el virus virulento (Tablas VIII 
y IX), sugiriendo una posible relación con la inflamación severa que induce el SARS-
CoV en los pulmones de los ratones infectados. De hecho, el miR-5099 se ha 
relacionado con procesos inflamatorios crónicos asociados a cáncer en ratones (Bao y 
col., 2014). Otros cinco miRNAs se expresaron diferencialmente en la infección con el 
virus virulento respecto a sin infección, pero no variaron con respecto a la infección 
con el virus atenuado, por lo que podrían relacionarse con la respuesta a la infección 
por SARS-CoV, con independencia de la proteína E. Por otra parte, los 21 miRNAs 
cuya expresión solo variaba en la infección con el virus atenuado respecto al virulento, 
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estarían asociados a los efectos causados en el pulmón por la presencia de la 
proteína E.  
 
Figura 12. Expresión de miRNAs diferencialmente expresados en los pulmones de ratones 
infectados con el virus SARS-CoV atenuado y virulento. Número de lecturas por millón de secuencias 
(cpm) obtenidas por secuenciación masiva de los miRNAs miR-6978-5p (A) y miR-5099 (B) en los 
pulmones de los ratones no infectados (mock) o infectados con el virus virulento SARS-CoV-wt (WT) y 
atenuado SARS-CoV-∆E (∆E) a días 2 y 4 después de la infección.  
 
2.3. Búsqueda de potenciales mRNAs diana para los miRNA diferencialmente 
expresados 
Los programas de búsqueda de dianas de miRNAs disponibles actualmente 
requieren la anotación previa de los miRNAs. Por tanto, la búsqueda de mRNAs diana 
para los RNAs pequeños diferencialmente expresados solo pudo realizarse con los 
miRNAs de ratón anotados. Se buscaron los mRNAs dianas potenciales para los 
miRNAs anotados y diferencialmente expresados en la infección con el virus atenuado 
respecto al virulento a 2 ddi (Tabla IX) con el programa miRTarBase 
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/search.php#advanced). A priori, estas dianas 
podrían estar relacionadas con la inflamación pulmonar severa causada por el virus 
virulento, a diferencia del virus atenuado. 
De los miRNAs regulados positiva (14) o negativamente (9) en la infección con el 
virus ∆E respecto a wt, se seleccionaron únicamente los que estaban validados 
experimentalmente por distintas técnicas (análisis de la represión de genes 
marcadores, western blot o qPCR): miR-107-3p y miR-320-3p, sobre-expresados; y 
miR-145a-5p, miR-33-5p y miR-223-3p, con niveles de expresión reducidos. La 
búsqueda bioinformática proporcionó 8 mRNAs diana potenciales para los 2 miRNAs 
sobre-expresados y 21 para los 3 miRNAs que redujeron su expresión (Fig. 13) 
(Manuscrito en preparación). 
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Figura 13. Red de interacciones de los miRNAs, genes diana y rutas funcionales reguladas durante 
la infección del SARS-CoV atenuado y virulento. Los miRNAs anotados diferencialmente expresados 
(FDR ≤0,05, FC≥2 o FC≤-2 y una media de cuentas sin procesar ≥20) en la infección con el virus 
atenuado y virulento a 2 ddi y sus mRNAs diana validados experimentalmente (programa miRTarBase) se 
representan dentro de óvalos y rectángulos, respectivamente, unidos por líneas continuas. Los genes 
diana y las rutas funcionales significativamente enriquecidas (p-valor<0,1) para los mismos (programa 
Panther) se conectan entre sí por líneas discontinuas. El círculo rojo indica la ruta de señalización celular 
relacionada con inflamación mediada por citoquinas. La representación gráfica se ha realizado con el 
programa Cytoscape. 
 
2.4. Función de los potenciales mRNAs diana de los miRNAs diferencialmente 
expresados 
Para relacionar funcionalmente los mRNAs diana potenciales de los miRNAs, estos 
se analizaron con el programa Panther (http://pantherdb.org) que clasifica 
funcionalmente los genes en rutas de señalización celulares. Se seleccionaron los 11 
grupos funcionales estadísticamente significativos (p-valor<0,1) para establecer una 
red de interacciones entre estas funciones, los miRNAs y sus dianas (Fig. 13). Las 
interacciones resultantes se integraron en una red compleja, en la que un mismo gen 
diana podía participar en varias vías metabólicas. Por ejemplo, los genes Prkce, Kras 
o Stat3 pertenecen a 6 o 7 grupos funcionales, todos ellos implicados en procesos 
inflamatorios o en rutas que regulan la transcripción de genes de respuesta a estrés. 
Dos de los miRNAs reprimidos en la infección con el virus atenuado respecto al 
virulento, miR-145a-5p y miR-223-3p, tienen dianas potenciales relacionadas con la 
inflamación a través de las rutas de señalización de inflamación mediada por 
quimioquinas y citoquinas, del receptor de colecistoquinina (CCKR) y de la hormona 
liberadora de gonadotropina (GNRH). La ruta inducida por el receptor CCKR activa a 
su vez la quinasa p38-MAPK (Dufresne y col., 2006), que promueve la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias y también es inducida por la proteína E del SARS-CoV 
durante la infección (Jimenez-Guardeño y col., 2014). Por otra parte, la vía de 
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señalización de la hormona GNRH se estimula por las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 
e IL-1β (Igaz y col., 2006; Kass y col., 2015), que se inducen en la infección por SARS-
CoV (Nieto-Torres y col., 2014). Otras dianas potenciales de los miRNAs 
diferencialmente expresados intervienen en la angiogénesis inducida por mediadores 
de la inflamación como CCL2, TNF y macrófagos activados (Granger y Senchenkova, 
2010). Varios mRNAs diana pertenecían a rutas de señalización celulares. Este es el 
caso de las rutas en las que intervienen el fosfoinositol 3-kinasa (PI3K), el factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o 
Ras, formadas por quinasas que se activan en cascada y regulan la transcripción de 
genes de respuesta a estrés. En concreto, los factores PI3K y EGF, a través de las 
vías mediadas por las quinasas Akt y MAPKs, respectivamente (Vivanco y Sawyers, 
2002; Zarubin y Han, 2005), activan NF-kB, que induce la transcripción de citoquinas 
pro-inflamatorias, muy relevantes en la patología pulmonar del SARS-CoV. Además, el 
miR-5099, sobre-expresado significativamente en la infección por el virus virulento 
(Fig. 12), se relacionó con 7 posibles mRNAs diana, que incluían el gen receptor del 
factor inhibidor de leucemia (LIFR), un miembro de la familia de receptores de 
citoquinas tipo I implicado en diferenciación celular, proliferación y supervivencia 
(www.genecards.org).  
Los miRNAs diferencialmente expresados en los pulmones infectados por SARS-
CoV podrían proceder del tejido pulmonar o de las células del sistema inmune 
infiltradas en el mismo durante el proceso inflamatorio. En ambas situaciones, los 
miRNAs estarían contribuyendo a la regulación de la expresión génica asociada a la 
respuesta frente a SARS-CoV y a su patogénesis. La compleja red reguladora 
formada por los miRNAs diferencialmente expresados en presencia de la proteína E y 
de sus mRNAs diana potenciales sugiere que la proteína E podría contribuir a la 
patología inflamatoria a través de miRNAs celulares que estarían participando en el 
proceso inflamatorio mediante distintas rutas celulares. La confirmación de la relación 
de los miRNAs del hospedador con la inflamación causada por SARS-CoV requiere el 
análisis funcional en un sistema experimental fisiológicamente significativo, como el 
modelo in vivo. Para ello, se realizó un estudio comparativo de la expresión de los 
miRNAs identificados en el pulmón y de sus potenciales mRNAs diana en el 
transcriptoma celular al infectar con el SARS-CoV.  
 
2.5. Estudio comparativo de la expresión diferencial de miRNAs y RNAs 
largos en los pulmones de ratones infectados por SARS-CoV  
Utilizando los resultados de secuenciación masiva o RNAseq de RNAs pequeños (< 
200 nt) y largos (> 200 nt), se analizó si las dianas postuladas utilizando la base de 
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datos miRTarBase para los miRNAs expresados diferencialmente cambiaban su 
expresión de acuerdo con el cambio en los niveles de los miRNAs. Además, se 
propuso encontrar nuevas dianas potenciales para los miRNAs diferencialmente 
expresados en la infección por SARS-CoV que no hubieran aparecido en la búsqueda 
con miRTarBase. 
La expresión de los RNAs de mayor tamaño identificados en las muestras de 
pulmón infectadas con el virus SARS-CoV-∆E atenuado se comparó con los RNAs 
detectados en la infección por el SARS-CoV silvestre (programa DESeq2). Los 
resultados de expresión relativa se visualizaron con el programa FIESTA viewer v.1.0, 
de forma que las secuencias de RNA se asignaron a un locus en el genoma de ratón. 
Esta información se asoció al número de lecturas y al cociente entre las lecturas en la 
infección por ∆E y wt. El estudio integrado de los cambios en la expresión de miRNAs 
y mRNAs diana del pulmón validados según miRTarBase (Fig. 11 y Tablas IX y X) 
mostró que, en general, las variaciones en los mRNAs diana (Fig. 13) estaban de 
acuerdo con los cambios observados en los niveles de miRNAs. Así, por ejemplo, el 
miR-320-3p estaba sobre-expresado en la infección con el virus atenuado respecto al 
virulento y los niveles de sus mRNAs diana estaban en general reducidos (Fig. 13 y 
Tabla X), como se esperaría si el miRNA regulase negativamente su abundancia. 
Las variaciones en los niveles de expresión de los mRNAs diana fueron discretos 
(FC≤2), como se esperaba por el ajuste fino de los miRNAs sobre mRNAs diana. Solo 
en algunos mRNAs (IRS1, GZMB y MEF2C) se observaron diferencias más 
significativas en los niveles de expresión (FC≥2  y FDR≤0,05, Tabla X) en la infección 
con el virus atenuado respecto al virulento. En particular, los mRNAs IRS1 y MEF2C, 
ambos relacionados con la vía de señalización CCKR (Fig. 13), se sobre-expresaron 
en la infección con el virus atenuado, coincidiendo con la menor expresión de los 
miRNAs reguladores miR-145a-5p y miR-223-3p, respectivamente. Sin embargo, el 
mRNA GZMB se expresó menos en la infección con el virus atenuado a pesar de que 
el miR-223-3p del que es diana también se expresaba menos. La aparente falta de 
relación entre los cambios de expresión de algunos miRNAs y sus dianas potenciales 
se podría explicar teniendo en cuenta que un mismo mRNA está regulado por varios 
miRNAs y su regulación depende de la acción combinada de todos esos miRNAs (Fig. 
4) (Chi y col., 2009; Peter, 2010). Ello dificulta en ocasiones el establecimiento de una 
relación directa en la expresión de un mRNA y el miRNA correspondiente.  
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Tabla X. Análisis de la expresión diferencial de mRNAs diana para miRNAs celulares 
diferencialmente expresados en los pulmones de ratones infectados con el virus atenuado SARS-
CoV-∆E respecto al virulento SARS-CoV wt a 2 ddi.  
 
 
mRNAs diana predichos con miRTarBase para miRNAs celulares diferencialmente expresados (Tabla 
VIII). FC, fold-change. 
 
Para identificar posibles dianas nuevas de los miRNAs diferencialmente expresados 
se seleccionaron las secuencias de RNAs largos del pulmón, incluyendo mRNAs, que 
también cambiaron su expresión significativamente. Se identificaron 560 genes sobre-
expresados y 503 genes regulados negativamente en los pulmones infectados con el 
virus atenuado ∆E respecto al virus wt virulento a 2 ddi (FC≥2 o FC≤-2; FDR<0,05). 
Estos genes diferencialmente expresados en presencia o ausencia de la proteína E 
del SARS-CoV se clasificaron funcionalmente mediante el programa GeneCodis 
(http://genecodis.cnb.csic.es/) en grupos funcionales con significancia estadística (p-
valor<0,01 ) (Fig. 14). Los genes sobre-expresados en la infección por el SARS-CoV-
∆E respecto a la infección con SARS-CoV-wt se agruparon mayoritariamente en 
funciones de unión a proteínas, desarrollo, adhesión celular, transporte de iones, 
transducción de señales, incluyendo el calcio, y actividad canal iónico (Fig. 14A). Estos 
resultados indicaron que en presencia de la proteína E los genes asociados a estas 
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actividades celulares estaban regulados negativamente de acuerdo con lo descrito 
previamente en nuestro laboratorio sobre las funciones de la proteína E: (i) actividad 
canal iónico y transporte de iones calcio que activan el inflamasoma (Nieto-Torres y 
col., 2015); (ii) interacción mediada por motivos PBM-PDZ con proteínas celulares 
implicadas en transducción de señales, como la sintenina (Jimenez-Guardeño y col., 
2014), o en la modificación de las uniones entre células (Teoh y col., 2010). Por el 
contrario, en ausencia de la proteína E se redujo la expresión de genes relacionados 
con las respuestas inflamatoria, inmune innata y la defensiva frente a virus, y las 
citoquinas (Fig. 14B), como se podría esperar en la infección por virus atenuados 
(DeDiego y col., 2007), que causan una menor inflamación pulmonar.    
La identificación de dianas potenciales para los 23 miRNAs que cambiaron su 
expresión en la infección con el virus atenuado respecto al virulento entre estos 
mRNAs diferencialmente expresados utilizando el programa RNAhybrid es un objetivo 
de alto interés. Dado que el número de mRNAs en esta búsqueda es discreto 
(560+503=1063) y se conoce que la interacción mRNA-miRNA es canónica, se espera 
encontrar un número limitado de posibles dianas para validar experimentalmente en 
las muestras infectadas (Manuscrito en preparación). 
Resultados 
	86 
 
 
Figura 14. Análisis funcional de los RNAs largos diferencialmente expresados en los pulmones de 
ratones infectados con el virus SARS-CoV-wt o con el mutante de deleción sin proteína E SARS-
CoV-∆E. Los RNAs largos identificados por secuenciación masiva en los pulmones de ratones infectados 
y diferencialmente expresados (FDR ≤0,05) en la infección con el virus atenuado (SARS-CoV-∆E) 
respecto al virulento (SARS-CoV-wt) se clasificaron en rutas funcionales (GeneCodis) significativamente 
enriquecidas (p-valor<0,01). (A) Funciones en las que se agrupan los genes regulados positivamente en 
la infección con el virus atenuado sin la proteína E respecto al virulento, con la proteína E. (B) Funciones 
en las que se agrupan los genes regulados negativamente en la infección con el virus atenuado sin la 
proteína E respecto al virulento, con la proteína E. 
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3. IDENTIFICACIÓN DE RNAs PEQUEÑOS DERIVADOS DEL GENOMA DE 
SARS-CoV 
3.1. Identificación de secuencias de RNAs pequeños no codificantes 
derivados del genoma de SARS-CoV en pulmones de ratón 
La secuenciación masiva de los pulmones de ratones infectados con SARS-CoV 
mostró que un porcentaje inferior al 0,1% de las secuencias de RNAs pequeños 
alineaba con el genoma del virus (Sección 1.3.), en contraste al porcentaje residual 
(<0,0001%) obtenido en los pulmones de ratones no infectados (Tabla VII). La 
abundancia relativa de estas secuencias únicas de RNAs pequeños de origen viral fue 
mayor en las muestras con mayor título viral (Fig. 5B). Tal fue el caso de las presentes 
en las infectadas con el virus wt respecto al mutante ∆E (Fig. 15A) o las observadas a 
2 ddi, respecto a los de 4 ddi. En las infecciones con el virus wt a 2 ddi se obtuvieron 
los títulos virales más elevados (>107 ufp por gramo de tejido) y también el mayor 
número de secuencias de RNAs pequeños que alineaban con el genoma viral (hasta 
un 0,05% de todas las secuencias de RNAs pequeños). Por el contrario, en las 
infecciones con el virus atenuado ∆E se detectaron títulos significativamente más 
bajos (104-105 ufp por gramo de tejido a 2 y 4 ddi, respectivamente) y, en 
consecuencia, un menor número de secuencias que alineaban con el genoma viral 
(alrededor de 0,001%) (Fig. 15A). Por tanto, existía una correlación directa entre la 
abundancia de RNAs pequeños derivados del virus y el título viral (Fig. 15A). 
La visualización del alineamiento de las secuencias de RNAs pequeños con el 
genoma del virus, utilizando el programa SeqMonk, mostró que estas secuencias 
tenían polaridad positiva, como el genoma viral. Aunque se observaron secuencias a 
lo largo de todo el genoma (Tabla VII), su abundancia no era uniforme y se distinguía 
un enriquecimiento relativo en los extremos 5’ y particularmente 3’ del genoma (Fig. 
15B). Esta acumulación hacia el extremo 3’ podría corresponder a productos de 
degradación inespecífica de RNA virales, incluyendo los RNAs subgenómicos que son 
3’ co-terminales con el genoma y se expresan abundantemente en la infección. Sin 
embargo, lo más interesante fue que se detectaron algunas secuencias muy 
abundantes que alineaban con regiones específicas del genoma. Estas secuencias se 
visualizaron como picos destacados significativamente respecto al fondo, que 
corresponderían a RNAs pequeños derivados del genoma del SARS-CoV distintos de 
los productos de degradación inespecífica del genoma (Fig. 15B). Entre las diez 
secuencias de RNAs virales más abundantes (Tabla XI) se seleccionaron para su 
estudio posterior tres que sumaban en torno al 18% del total de secuencias que 
alineaban con el genoma del virus (Tabla XII) (Morales y col., 2017).  
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Figura 15. Alineamiento de las secuencias de RNAs pequeños de pulmones de ratón con el 
genoma del SARS-CoV. (A) Número de lecturas normalizadas por millón de lecturas que alinean 
específicamente (lecturas únicas) en el genoma del SARS-CoV. Se muestran los datos obtenidos por 
secuenciación masiva de los pulmones de ratones no infectados (MOCK) o infectados con el  SARS-CoV-
wt (WT) o el mutante de deleción SARS-CoV-∆E (∆E) a 2 y 4 ddi. Para cada muestra se indica el título 
viral por gramo de tejido pulmonar. (B) Visualización con el programa SeqMonk de las secuencias de 
RNAs pequeños que alinean de forma específica con determinadas regiones del genoma viral, dando 
lugar a picos cuya altura es proporcional a la abundancia de lecturas. Los picos representan small viral 
RNAs (svRNAs). Debajo se muestra un esquema del genoma viral con los nombres de los genes más 
representativos. Los números indican posiciones en nt. En la línea de abajo se amplia la posición en el 
genoma de tres de los svRNAs más abundantes, svRNA-nsp3.1, svRNA-nsp3.2 y svRNA-N, cuya 
secuencia e información más detallada se encuentra en la Tabla XII. La altura de los picos representa la 
Resultados 
	 89 
cantidad de lecturas que alinean en el genoma y se expresa como un porcentaje relativo al pico de mayor 
altura.  
 
Tabla XI. Selección de los diez RNAs virales pequeños (svRNAs) más abundantes en los pulmones 
de ratones infectados con SARS-CoV. 
 
Se indican en la tabla la secuencia de RNA, localización en el genoma del SARS-CoV y número total de 
lecturas obtenidas por secuenciación masiva en una de las réplicas de la infección con SARS-CoV-wt 2 
dpi. 
 
Estas tres secuencias denominadas small viral RNA o svRNA tenían entre 18 y 22 
nt de longitud y polaridad positiva. Dos de ellas, svRNA-nsp3.1 y svRNA-nsp3.2, 
alineaban con el extremo 5’ del gen 1, la replicasa del virus, en la región que codifica 
la nsp3 (Fig. 15B y Tabla XII). Ambos svRNAs procedían de dos posiciones muy 
próximas entre sí (nucleótidos 3.052 y 3.184, respectivamente) en los dos extremos 
del dominio hipervariable de la proteína nsp3, rico en ácido glutámico. La tercera 
secuencia, svRNA-N, alineó con el gen N (nt 28.461), localizado en el extremo 3’ del 
genoma, dentro de la región que codifica el dominio de unión a RNA. La abundancia 
de las tres secuencias en las muestras de pulmones infectados con el virus wt y ∆E se 
correlacionó positivamente con los títulos virales (Tabla XII y Fig. 15A). En los 
pulmones de los ratones infectados con el virus wt a 2 ddi se cuantificaron entre 386 y 
832 lecturas de cada una de las tres secuencias, mientras que a día 4 di, cuando el 
título viral había disminuido significativamente, el número de lecturas disminuyó a 30-
80. En los pulmones de los ratones infectados con el virus ∆E atenuado, que crecía 
con títulos de 1-2 unidades logarítmicas menores, la abundancia de svRNAs también 
fue significativamente menor que en el virus wt (121-169 lecturas a 2 ddi y 17-33 a 4 
ddi). 
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Tabla XII. RNAs virales pequeños (svRNAs) identificados por secuenciación masiva en los 
pulmones de ratones infectados con SARS-CoV y caracterizados en esta memoria.  
 
Se indican en la tabla la secuencia de RNA, localización en el genoma del SARS-CoV y número total de 
lecturas promedio en las réplicas. svRNA (%), porcentaje de las lecturas de los svRNAs nsp3.1, nsp3.2 y 
N respecto al total de lecturas que alinean con el genoma de SARS-CoV. 
 
La presencia de estos tres RNAs pequeños derivados del virus (svRNAs-nsp3.1, -
nsp3.2 y -N), en las muestras de pulmón de los ratones infectados se confirmó 
mediante una técnica alternativa como la RT-qPCR. Se diseñaron ensayos TaqMan a 
medida para los tres svRNAs y para una secuencia del virus muy cercana a los 
svRNA-nsp3.1 y -nsp3.2 en la región nsp3, que no había generado lecturas en la 
secuenciación masiva y que se utilizó como control negativo en posteriores 
experimentos (svRNA-neg) (Tabla XII). Los niveles de los tres svRNAs detectados por 
qPCR se incrementaron hasta 104 veces en los pulmones infectados con el virus 
virulento o atenuado respecto a los no infectados, a diferencia del svRNA-neg casi 
indetectable en todas las muestras y se correlacionaron positivamente con los títulos 
virales (Fig. 15A, Fig. 16A y Tabla VII). Estos resultados validaron la especificidad de 
la técnica de RT-qPCR para la detección de los svRNAs y permitieron aplicarla a la 
detección de svRNAs tanto en el pulmón como en otros tejidos del ratón y en cultivos 
celulares.  
Se ha descrito la presencia de miRNAs en varios fluidos incluyendo suero, plasma 
o saliva, asociados bien a vesículas membranosas como exosomas o bien 
acomplejados con proteínas de unión a RNA como Ago2 (Chen y col., 2012). Por ello, 
se analizó la presencia de los svRNAs en el suero de los ratones por qPCR. 
Únicamente el svRNA-nsp3.2 se detectó significativamente en el suero de los ratones 
infectados (Fig. 16B), con abundancias relacionadas con los títulos de ambos virus, 
SARS-CoV wt y ∆E, en distintos días después de la infección. La presencia específica 
del svRNA-nsp3.2 en el suero de los ratones infectados y no del svRNA-N, detectado 
con niveles similares en el pulmón, sugirió que, el svRNA-nsp3.2 se podría transportar 
de forma activa a la sangre desde el tejido infectado, o que este svRNA era más 
estable que los svRNA-nsp3.1 y svRNA-N. Una vez en la sangre, el svRNA-nsp3.2 
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podría realizar alguna función sistémica, si bien esta posibilidad requiere estudios 
adicionales. 
 
              
 
Figura 16. Detección mediante RT-qPCR de los svRNAs derivados de SARS-CoV en pulmones y 
suero de los ratones infectados. El RNA de los pulmones (A) y el suero (B) de los ratones infectados 
con el SARS-CoV wt o con el mutante de deleción ∆E a 2 y 4 ddi se cuantificó mediante RT-qPCR.  La 
cantidad de los tres svRNAs, nsp3.1, nsp3.2 y N, y del control negativo, svRNA-neg, se calculó por el 
método de cuantificación relativa ∆∆Ct (Livak y Schmittgen, 2001) usando el snRNA-U6 y miR-cel-39 
como controles endógenos para pulmón y suero, respectivamente, y el nivel de las muestras no 
infectadas como referencia, con valor de 1. Se representan valores medios y sus desviaciones estándar. 
 
3.2. Detección de svRNAs derivados del SARS-CoV en cultivos celulares 
Para estudiar la relevancia funcional en la interacción virus-hospedador de los 
svRNAs nsp3.1, nsp3.2 y N, se exploró si estos svRNAs derivados de SARS-CoV se 
producían también en líneas celulares en cultivo de forma similar a lo observado en la 
infección in vivo. Aunque el sistema in vivo es el ideal para estudios funcionales, los 
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cultivos celulares permiten realizar ensayos para caracterizar ciertas funciones o la 
biogénesis de los svRNAs.  
Se analizaron varias líneas celulares susceptibles a la infección por SARS-CoV 
para seleccionar aquella que reprodujera de la mejor forma posible los procesos 
celulares inducidos por la infección in vivo: (i) Células DBT-mACE2, de origen murino, 
que expresaban establemente el receptor ACE2 de SARS-CoV (Regla-Nava y col., 
2013), dado que los svRNAs se habían detectado en ratones; y (ii) Células Calu-3 
2B4, derivadas del epitelio pulmonar humano, donde se produce la infección natural 
del SARS-CoV. Ambas líneas celulares se infectaron a mdi 1 y se analizaron los 
niveles de svRNAs y los títulos virales a distintos tiempos después de la infección. En 
las células de ratón DBT-mACE2, los tres svRNAs, pero no el control negativo, 
aumentaron significativamente respecto a las células no infectadas (104-107 veces) 
(Fig. 17A) de acuerdo con los títulos virales obtenidos a distintos tiempos de la 
infección (Fig. 17B). Por el contrario, en las células de pulmón humano Calu-3 2B4 
(Yoshikawa y col., 2010), tanto los niveles de svRNAs (Fig. 17C) como los títulos 
virales (Fig. 17D) fueron de 103-104 veces menores que en las células DBT-mACE2. 
Estos resultados indicaban que la expresión de los svRNAs no era específica del tipo 
celular ni de la especie infectada. Además, confirmaban que la generación de los 
svRNAs en las células en cultivo se correlacionaba con la producción viral de forma 
similar a lo observado en ratón (Morales y col., 2017).  
Para confirmar la observación de que los niveles de svRNAs dependen del título 
viral y no de otros aspectos como el fenotipo atenuado, se analizó la producción de los 
svRNAs en células DBT-mACE2 infectadas con el virus SARS-CoV silvestre o el 
mutante SARS-CoV-E-N15A, que está atenuado pero mantiene títulos virales similares 
al wt (Fig. 17E). Los niveles de los tres svRNAs fueron semejantes en las infecciones 
con ambos virus en todos los tiempos post-infección de acuerdo con sus títulos virales, 
confirmando que la producción de svRNAs depende de la replicación viral (Fig. 17F).  
Las células DBT-mACE2, susceptibles a la infección de SARS-CoV y productoras 
de altos niveles de svRNAs se seleccionaron para los trabajos posteriores. 
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Figura 17. Detección por RT-qPCR de svRNAs derivados de SARS-CoV en células infectadas. El 
RNA y el sobrenadante de células DBT-mACE2 (A y B) y Calu-3 2B4 (C y D) infectadas con el SARS-CoV 
wt a mdi 1 se recogió a 24, 48 y 72 hdi para analizar los niveles de svRNAs por RT-qPCR (A y C) y los 
títulos virales (B y D), respectivamente. Los svRNAs se cuantificaron por el método ∆∆Ct como se 
describe en la Figura 16. Análisis del título viral (E) y de los niveles de svRNAs (F) en células DBT-
mACE2 infectadas con el virus SARS-CoV-wt o el mutante SARS-CoV-E-N15A. En el gráfico F, las barras 
sólidas representan al virus wt y las rayadas, el mutante N15A. Se representan valores medios y sus 
desviaciones estándar. 
 
3.3. Inhibición de los svRNAs en células infectadas con el SARS-CoV con 
oligos específicos antisentido 
Para estudiar la relevancia funcional de los svRNAs durante la infección del SARS-
CoV, se diseñaron RNAs con secuencia complementaria a los svRNAs, de forma que 
hibridaran con ellos e inhibieran su función. Las células DBT-mACE2 se transfectaron 
independientemente con los inhibidores de cada uno de los svRNAs, nsp3.1, nsp3.2, 
N o un control negativo no relacionado (nrRNA) a la concentración de 75 nM 24 h 
antes de la infección con SARS-CoV wt (mdi 1). Los niveles de los svRNAs a 24, 48 y 
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72 hdi se analizaron por RT-qPCR y se compararon con los obtenidos al transfectar el 
control negativo, al que se dio el valor relativo de 100% (Fig. 18A). El svRNA-N se 
inhibió eficientemente y reduciéndose hasta un 5% del nivel en presencia del control 
negativo en cualquiera de los tres tiempos analizados. Además, el estudio de la 
relación dosis-respuesta mostró que la disminución de los niveles del svRNA-N fue 
directamente proporcional a la cantidad de inhibidor anti-svRNA-N transfectado (Fig. 
18B), indicando que el efecto era específico. La inhibición del svRNA-nsp3.1 fue más 
discreta y aumentó con el transcurso de la infección reduciendo los niveles del svRNA 
hasta un 27% del nivel en presencia del control negativo (Fig. 18A). Sin embargo, los 
niveles del svRNA-nsp3.2 no se redujeron en presencia del inhibidor a ninguna de las 
dosis analizadas, 25 nM (no mostrado) y 75 nM (Fig. 18A). Es posible que esta 
ausencia de inhibición aparente se deba a la interferencia de los oligonucleótidos del 
ensayo de qPCR con el oligonucleótido antisentido utilizado como inhibidor, dado que 
comparten parte de la secuencia, por lo que se estarían produciendo artefactos en la 
detección, como se ha descrito (Torres y col., 2011). Alternativamente, el inhibidor 
podría estar interaccionando con el svRNA y reprimiendo su función sin inducir la 
degradación del svRNA (Davis y col., 2009), por lo que seguiría presente. Se estudió 
si los inhibidores específicos de los svRNAs producían un efecto biológico sobre el 
propio virus. Para ello se determinaron los títulos virales en el sobrenadante de las 
células transfectadas con los inhibidores y posteriormente infectadas con el SARS-
CoV (mdi 1). Los títulos virales en las células transfectadas con los inhibidores de 
svRNA-nsp3.1 o svRNA-nsp3.2 se redujeron moderadamente a las 72 hdi respecto a 
las células transfectadas con el inhibidor control negativo (Fig. 18C), sugiriendo un 
leve efecto en el crecimiento del virus a tiempos largos después de la infección. La 
inhibición del svRNA-N redujo más significativamente (10 veces) el título viral a las 48 
y 72 hdi. Estos resultados indicaron que la reducción de los niveles de svRNAs, 
especialmente el svRNA-N, afectaron de forma negativa, pero moderada al título viral 
y, por tanto, que los svRNAs derivados del genoma viral podrían contribuir de alguna 
forma al crecimiento del virus (Morales y col., 2017).  
Se  estudió el efecto de la inhibición de los svRNAs en la expresión de las proteínas 
virales nsp3 y N en las células infectadas mediante western blot. La proteína N se 
detectó a partir de las 16 hdi. Sus niveles aumentaron hasta alcanzar el máximo a las 
48 hdi y disminuyeron a las 72 hdi como consecuencia de la degradación por 
caspasas (Fig. 18D) (Eleouet y col., 2000). No se observaron diferencias en la 
cantidad de proteína N en presencia del inhibidor anti-svRNA-N respecto al control 
negativo (nr) a ninguno de los tiempos analizados. La proteína nsp3 se detectó a partir 
de las 24 hdi, aunque sus niveles máximos se alcanzaron a las 48 hdi y se 
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mantuvieron hasta las 72 hdi. Tampoco se observaron cambios significativos en la 
abundancia de nsp3 en presencia de los inhibidores anti-svRNA-nsp3.1 o anti-svRNA-
nsp3.2 (Fig. 18E). 
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Figura 18. Efecto de la inhibición de los svRNAs derivados de SARS-CoV en el crecimiento del 
virus en células DBT-mACE2 infectadas. Se transfectaron células DBT-mACE2 con inhibidores de 
svRNAs, nsp3.1, nsp3.2 y N, o con un RNA no relacionado como control negativo (nrRNA). Después de 
24 h, las células se infectaron con SARS-CoV wt a una mdi de 1 y se recogió el RNA, sobrenadante y 
proteína, a las 24, 48 y 72 hdi para analizar los niveles de svRNAs (A y B), los títulos virales (C) y la 
cantidad de proteína N (D) y nsp3 (E), respectivamente. (A) Niveles de cada uno de los svRNAs después 
de la inhibición con 75 nM de cada inhibidor específico. La cuantificación se realizó por el método ∆∆Ct 
como se indica en la Figura 16. (B) Efecto de la dosis de inhibidor en la inhibición del svRNA-N. (C) Título 
viral en las células transfectadas con los inhibidors de cada svRNA a la concentración 75 nM y a distintos 
tiempos después de la infección. Análisis por western blot de extractos de células DBT-mACE2 
transfectadas con los inhibidores de los svRNAs (N, nsp3.1 y nsp3.2) e infectadas con SARS-CoV. Se 
detectó la proteína N (D) y nsp3 (E). La ß-actina se usó como control de carga. nr, células transfectadas 
con el inhibidor control negativo; M, células no infectadas. Se representan valores medios y sus 
desviaciones estándar. *, p-valor<0,05. 
 
Aunque la inhibición de los svRNAs, principalmente del svRNA-N, en cultivos 
celulares afectó moderadamente al crecimiento del virus en las células infectadas a 
tiempos tardíos, no se observó un efecto significativo sobre la replicación, 
transcripción (datos no mostrados) o niveles de proteínas virales. Para investigar la 
acción de los svRNAs sobre el virus y sobre el hospedador en un sistema 
fisiológicamente relevante, sería necesario realizar los ensayos de pérdida de función 
de los svRNAs en el modelo de infección in vivo. 
 
4. ESTUDIO DE LA BIOGÉNESIS DE LOS svRNAs DERIVADOS DE SARS-
CoV 
4.1. Procesamiento de los svRNAs por la maquinaria celular 
Un aspecto relevante de los svRNAs es su biogénesis, es decir, cómo se generan a 
partir del genoma del SARS-CoV. Por su tamaño, los svRNAs recuerdan a los miRNAs 
celulares, cuya biogénesis depende de varios enzimas de procesamiento de RNA 
como Drosha y Dicer (Fig. 3A). Por otra parte, para la generación de RNAs pequeños 
derivados de virus se han descrito mecanismos alternativos que incluyen tanto 
enzimas que forman parte del procesamiento canónico de miRNAs celulares, como 
exonucleasas celulares o proteínas virales (Shapiro y col., 2010; Shi y col., 2014; Roby 
y col., 2014; Perez y col., 2010).  
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Figura 19. Análisis del procesamiento de los svRNAs por la maquinaria celular de splicing de 
mRNAs. Se transfectaron células MDCK con los precursores de los tres svRNAs, el control negativo que 
no se procesa y el control positivo miR-124 que se procesa por la maquinaria celular. (A) Esquema del 
plásmido pEM que codifica los exones 1 y 2 de la proteína roja fluorescente (RFP) separados por un 
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intrón en el que se introducen los precursores de miRNAs (pre-miRNA-124), utilizado como control 
positivo, o de los svRNAs. El procesamiento del RNA (splicing) entre las secuencias de splicing (*) 
situadas en el extremo 3’ del exón 1 y 5’ del exón 2 genera la fusión de ambos exones en la proteína 
RFP, que se detecta como fluorescencia roja. El procesamiento libera el lazo con el precursor de miRNAs, 
que es procesado en el núcleo por Drosha y posteriormente en el citoplasma por Dicer generando el 
miRNA maduro. Las flechas en el esquema de pEM indican los oligos utilizados en el análisis por RT-PCR 
mostrados en B. (B) Detección por RT-PCR del RNA no procesado (E1-intrón-E2) y procesado por la 
maquinaria de splicing (mRNA E1-E2) de 97 nt. El triángulo representa el producto de procesamiento del 
precursor nsp3 por splicing alternativo dando lugar a un mRNA de 595 nt. (C) Detección por northern blot 
de los RNAs procesados a partir de los precursores utilizando sondas específicas marcadas 
radioactivamente (Tabla III). La sonda detecta el miRNA maduro de 22 nt y su precursor de 60 nt (Pre-
miRNA). En todos los casos se usó como control de carga el snRNA-U6 y como control endógeno el miR-
93-3p.  
 
Para estudiar si los svRNAs de SARS-CoV se procesaban por la maquinaria celular 
responsable de generar miRNAs, se transfectaron células MDCK con plásmidos pEM-
dsRED con secuencias virales de unos 600 nt de longitud que contenían cada svRNA 
y podrían actuar como precursores en el procesamiento como ya se había descrito 
para el miRNA-124 (Varble y col., 2010). La extensión de  estas secuencias fue 
amplia, porque se desconocía cuál sería el entorno mínimo del svRNA necesario para 
su procesamiento. Las secuencias precursoras se incluyeron en un intrón que 
separaba los dos exones del gen marcador de la proteína roja fluorescente (RFP) (Fig. 
19A). El procesamiento del RNA (splicing) daba lugar, por una parte, a la fusión de los 
exones para formar el mRNA de RFP (Fig. 19A), que se expresaba como 
fluorescencia roja en las células transfectadas. Por otra parte, a partir del intrón 
liberado, las posibles secuencias precursoras serían procesadas por la maquinaria de 
los miRNAs celulares hasta generar el svRNA maduro. En el plásmido que contenía 
secuencias del gen nsp3, que podrían ser precursoras de los svRNA-nsp3.1 y svRNA-
nsp3.2, no se detectó la fluorescencia roja de RFP, lo que indicaba que el 
procesamiento del RNA no era el esperado (Fig. 19B y Tabla XIII). Utilizando un 
programa de predicción de sitios de splicing (NetGene2), se identificó en la secuencia 
precursora de nsp3 una secuencia aceptora de splicing alternativa que daría lugar a 
un mRNA con distinta fase de lectura que ya no codificaba la proteína RFP. Para 
confirmar esta posibilidad, el RNA de las células transfectadas con los plásmidos 
precursores se analizó por RT-PCR usando oligonucleótidos que hibridaban en los 
extremos 5’ y 3’ de los exones E1 y E2 de RFP, respectivamente. Se comprobó que 
en todas las construcciones analizadas, excepto en la que incluía secuencias 
precursoras de svRNAs nsp3.1 y nsp3.2 (sv-nsp3), el procesamiento del RNA daba 
lugar al mRNA de 97 nt resultado de la fusión de los exones E1-E2, como se esperaba 
(Fig. 19B y Tabla XIII). Por el contrario, en el plásmido con las secuencias de los 
svRNAs nsp3.1 y nsp3.2 no se detectó el producto de procesamiento de 97 nt, sino 
otro de mayor tamaño (595 nt) que correspondía al procesamiento alternativo previsto.  
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Por tanto, este plásmido no liberaba el lazo que actuaría como precursor de los 
svRNAs y no era válido para estudiar el procesamiento de las secuencias virales hasta 
el svRNA maduro. Para evitar el splicing alternativo, se propuso construir dos 
plásmidos independientes con secuencias precursoras de svRNA-nsp3.1 y nsp3.2. El 
precursor del svRNA-nsp3.2 contenía el sitio aceptor correcto. Sin embargo, no fue 
posible eliminar el sitio aceptor alternativo en el precursor de svRNA-nsp3.1, por 
localizarse solo 2 nt por delante de la secuencia del svRNA-nsp3.1. Por lo tanto, solo 
se observó la fluorescencia roja en las células MDCK transfectadas con el plásmido 
que contenía svRNA-nsp3.2, confirmando que el RNA se había procesado 
correctamente liberando el lazo que incluía svRNA-nsp3.2.  
Para analizar si la maquinaria celular procesaba los lazos precursores y producía 
svRNAs maduros, se realizó un northern blot con sondas específicas para cada 
svRNA o para el control positivo miR-124 (Fig. 19C). Se confirmó la liberación por 
Drosha del lazo de RNA de 60 nt precursor del miR-124 y su procesamiento eficiente 
por Dicer para generar el miR-124-3p maduro de 22 nt. Sin embargo, en ninguna de 
las construcciones con secuencias precursoras de svRNAs se detectó la forma 
procesada de 18-22 nt, indicando que la maquinaria celular de síntesis de miRNAs no 
procesaba las secuencias virales de 200 nt que contenían los svRNAs nsp3.1 y 
nsp3.2, ni las de 600 nt que incluían el svRNA-N. Estos resultados implicaban, bien 
que la maquinaria celular necesitaba entornos de secuencia diferentes para su 
reconocimiento y función, o más probablemente, que el procesamiento de los svRNAs 
a partir del genoma viral requería proteínas virales o factores celulares inducidos 
durante la infección. Estudiar la biogénesis de los svRNAs a partir de plásmidos 
precursores durante la infección resultaría inviable porque los svRNAs naturales 
derivados del genoma viral serían indistinguibles de los procedentes del 
procesamiento de plásmidos.  
 
Tabla XIII. Análisis por RT-PCR del procesamiento de secuencias precursoras de la expresión de 
los svRNAs clonadas en el plásmido pEM entre los exones 1 y 2 de dsRed. 
     
Se indica el tamaño en pares de bases (pb) de los productos de procesamiento esperados (Fig. 19). 
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4.2. Relevancia de las enzimas celulares de procesamiento de miRNAs, 
Drosha y Dicer, en la biogénesis de svRNAs 
Para estudiar la contribución específica de las enzimas celulares de procesamiento 
de miRNAs, Drosha y Dicer, en la biogénesis de los svRNAs en el contexto de la 
infección, se utilizaron células 293T deficientes en Dicer (noDice) o en ambas enzimas 
Drosha y Dicer (RNasa III -/-). Estas células noDice y RNasa III -/-, obtenidas mediante 
edición del genoma con CRISPR-Cas9 (Dai y col., 2016), no eran susceptibles a la 
infección por SARS-CoV. Para hacerlas susceptibles, fue necesario transfectarlas con 
un plásmido que expresaba transitoriamente la proteína mACE2 (Regla-Nava y col., 
2013), el receptor murino del SARS-CoV. Para confirmar su susceptibilidad a SARS-
CoV, se analizaron los niveles de gRNA y los títulos virales en las células 
transfectadas e infectadas (Fig. 20A). Aunque los niveles de gRNA indicaron que el 
virus se replicaba eficientemente, los títulos obtenidos fueron modestos, posiblemente 
en parte, porque la expresión del receptor podría ser limitante. La ausencia de Dicer 
disminuyó ligeramente el título viral en las células noDice y RNasa III -/-, sugiriendo 
que Dicer podría tener algún papel durante la infección. La infección por SARS-CoV 
generó en las líneas celulares deficientes en Dicer y Drosha niveles significativos de 
los svRNAs nsp3.1, nsp3.2 y N, similares a los observados en las células 293T-
mACE2 nativas (Fig. 20B), indicando que la biogénesis de los svRNAs no requería de 
la maquinaria canónica de producción de miRNAs, sino de factores virales o rutas 
celulares alternativas inducidas en la infección (Morales y col., 2017). 
                            
 
Figura 20. Contribución de las enzimas de la vía canónica de procesamiento de miRNAs celulares 
en la biogénesis de los svRNAs derivados de SARS-CoV durante la infección. Células 293T y 
deficientes en las enzimas de procesamiento de miRNAs Dicer (noDice) o ambas, Dicer y Drosha (RNasa 
III -/-), se transfectaron con el receptor murino para el SARS-CoV mACE2y se infectaron a mdi 5 para 
determinar el título viral y los niveles de gRNA (A) y los niveles de svRNAs (B) a 24 hdi. (A) Determinación 
del gRNA viral por RT-qPCR con el método ∆∆Ct usando el  rRNA 18s como control endógeno. Los títulos 
virales se obtuvieron por el método de placas de lisis con los sobrenadantes de las células infectadas. (B) 
Expresión de los svRNAs derivados de SARS-CoV determinada por RT-qPCR con el método ∆∆Ct 
usando el snRNA-U6 como control endógeno. Se representan valores medios y sus desviaciones 
estándar. 
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   5. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN DE LOS svRNAs DERIVADOS DE SARS-CoV 
EN LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE mRNAs CELULARES 
5.1. Silenciamiento de la expresión de proteínas marcadoras por los svRNAs 
Para explorar la función de los svRNAs en la interacción virus-hospedador, se 
investigó la posibilidad de que actuaran de forma similar a los miRNAs celulares, como 
reguladores postranscripcionales de la expresión de proteínas celulares, reprimiendo 
la traducción de sus mRNAs. 
Para estudiar la capacidad de silenciamiento de los svRNAs, se utilizó el gen 
marcador de la luciferasa (Firefly, FL), en cuyo 3’ UTR se incluyeron 10 repeticiones 
de secuencias diana, complementarias a cada uno de los svRNAs o bien al control 
positivo miR-877-5p, separadas entre sí por 8 nt. Para analizar si pequeñas moléculas 
de RNA con la secuencia de los svRNA podían disminuir la expresión de luciferasa por 
un mecanismo de silenciamiento similar a los miRNAs, se transfectaron células DBT-
mACE2 susceptibles a la infección por SARS-CoV con los plásmidos que contenían el 
gen marcador solos o junto a moléculas de RNA que mimetizaban los svRNAs (RNAs 
miméticos). A 24 h post-transfección, se midió la actividad luciferasa en los lisados 
celulares. Se confirmó que en presencia de los RNAs miméticos de cada svRNA o del 
control positivo miR-877-5p, la expresión de luciferasa disminuyó entre un 30 y un 
60% respecto a la actividad medida en ausencia del RNA mimético o en presencia del 
nrRNA control negativo (Fig. 21A). El efecto de los svRNAs miméticos sobre el mRNA 
diana luciferasa fue específico, ya que la co-transfección con inhibidores antisentido 
de los svRNAs o del miR-877-5p recuperó por completo o parcialmente (en el caso del 
svRNA-nsp3.1, la recuperación fue hasta el 80%) la actividad luciferasa. Por el 
contrario, la co-transfección con un RNA no relacionado como inhibidor control 
negativo no varió el efecto represor de los svRNAs miméticos sobre la expresión del 
mRNA diana luciferasa.  
Una vez confirmado que los svRNAs miméticos transfectados podían silenciar la 
expresión de un mRNA marcador, se estudió si la maquinaria celular de interferencia 
con RNA (RNAi) responsable de la represión era funcional durante la infección con 
SARS-CoV, dado que algunos virus inhiben este proceso (Sullivan y Ganem, 2005). 
Para ello, se transfectaron células DBT-mACE2 infectadas con SARS-CoV o sin 
infectar con un plásmido que expresaba el precursor del miR-124 (Fig. 19C) junto con 
otro plásmido que expresaba el mRNA de luciferasa con la secuencia diana del miR-
124-3p en su 3’ UTR. Si la maquinaria celular de silenciamiento por RNA estaba 
activa, el miR-124-3p maduro procesado a partir de su precursor se incorporaría en el 
complejo de silenciamiento (RISC) para reprimir la expresión de su mRNA diana. 
Tanto en las células no infectadas como infectadas con SARS-CoV, la transfección del 
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precursor de miR-124 disminuyó la actividad luciferasa en más del 95%, demostrando 
que en la infección del SARS-CoV la maquinaria de interferencia celular RNAi era 
completamente activa (Fig.21B). Por tanto, los svRNAs podrían tener un efecto en la 
regulación de la expresión de mRNAs celulares en la infección.                               
Se analizó si los svRNAs generados durante la infección de SARS-CoV podían 
silenciar la expresión del mRNA diana luciferasa. Para comprobarlo, se transfectaron 
células DBT-mACE2 con plásmidos que expresaban mRNAs de luciferasa con dianas 
de cada uno de los svRNAs y 6 h después se infectaron con el SARS-CoV (mdi 1). 
Únicamente se redujo la actividad luciferasa en un 25% durante la infección cuando el 
mRNA contenía las secuencias diana del svRNA-N (Fig. 21C) (Morales y col., 2017). 
La expresión de luciferasa no se redujo cuando el mRNA incluía las secuencias diana 
de los svRNAs nsp3.1 y nsp3.2, a pesar de que en ausencia de infección los svRNAs 
miméticos nsp3.1 y nsp3.2 sí habían mostrado una capacidad significativa de 
silenciamiento, incluso mayor que la del svRNA-N (Fig. 21A). Estos resultados 
sugerían que durante la infección, los svRNAs nsp3.1 y nsp3.2 se encontrarían en su 
localización natural, unidos a proteínas u otros RNAs que impedirían su acceso al 
mRNA diana transfectado. Dado que el svRNA-N fue el único que reprimió la 
expresión de su mRNA diana durante la infección y que en ensayos de pérdida de 
función inhibió más significativamente el crecimiento viral (Fig. 18C), este fue el 
svRNA seleccionado para posteriores estudios funcionales in vivo.  
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Figura 21. Capacidad de reprimir la expresión de un mRNA marcador por los svRNAs. (A) Células 
DBT-mACE2 se transfectaron con plásmidos que codifican el gen marcador luciferasa con secuencias 
diana de cada svRNA en el 3’ UTR. Pasadas 6 h se co-transfectaron con RNAs miméticos e inhibidores 
de los svRNAs, del control positivo miR-877-5p o con un RNA no relacionado (nrRNA) como control 
negativo. Después de 18 h se cuantificó la actividad luciferasa en los lisados de las células y los niveles 
se relativizaron respecto al 100% de las células no transfectadas con RNAs miméticos ni inhibidores. (B) 
Análisis del silenciamiento de la expresión de luciferasa en células DBT-mACE2 transfectadas con el 
plásmido de luciferasa con las secuencias diana para el miRNA-124-3p solo o junto al plásmido del 
precursor del miR-124. Pasadas 6 h las células se infectaron con el SARS-CoV a mdi 1. La actividad 
luciferasa se cuantificó en los lisados de las células a las 18 hpi y se relativizó respecto al 100% de las 
células transfectadas con el plásmido de luciferasa. (C) Análisis del silenciamiento de la expresión de 
luciferasa en células DBT-mACE2 transfectadas con el plásmido de luciferasa con las secuencias diana 
de cada svRNA. Pasadas 6 h se infectaron con SARS-CoV a mdi 1 para generar los svRNAs durante la 
infección. La actividad luciferasa se cuantificó en los lisados de las células a 18 hpi y se relativizó respecto 
al 100% de las células transfectadas con el plásmido de luciferasa y no infectadas. Se representan 
valores medios y sus desviaciones estándar. *, p-valor<0,05. 
 
5.2. Efecto esponja de los svRNAs sobre miRNAs celulares  
Además del silenciamiento de mRNAs diana, recientemente se ha descrito que los 
miRNAs pueden regular la expresión génica al unirse a otras moléculas como 
proteínas y otros RNAs no codificantes, incluyendo lncRNAs y otros miRNAs (Yoon y 
col., 2014; Zealy y col., 2017). La interacción con ncRNAs implica inhibir 
competitivamente la unión a sus respectivas dianas, evitando su función reguladora de 
la expresión. Por este motivo, se investigó si alguno de los svRNAs, en especial 
nsp3.1 y nsp3.2 que comparten 11 nt de su secuencia (Tabla XII), y que no reprimían 
a su mRNA diana durante la infección (Fig. 21C), eran complementarios a algún 
miRNA celular. La búsqueda en la base de datos de miRNAs, miRBase, identificó un 
miRNA de ratón, mmu-miR-877-3p, cuya secuencia era complementaria a 14 de los 18 
nt de svRNA-nsp3.1 y a 15 de los 22 nt de svRNA-nsp3.2, incluyendo los nucleótidos 
de la secuencia semilla del miRNA (Fig. 22A y 22B). Por tanto, la unión de svRNA-
nsp3.1 y nsp3.2 al miR-877-3p limitaría el acceso a su mRNA diana, impidiendo su 
efecto represor de la expresión del mRNA. Además, en células DBT-mACE2 
infectadas con SARS-CoV, se detectó un aumento significativo de los niveles de miR-
877-3p a lo largo de la infección (Fig. 22C). 
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Figura 22. Análisis del efecto esponja de los svRNAs derivados de SARS-CoV sobre miRNAs 
celulares. (A) Secuencia de los svRNA-nsp3.1, svRNA-nsp3.2 y miR-877-3p. En negrita se indican los 
nucleótidos que comparten los svRNAs nsp3.1 y nsp3.2. En rojo se muestra la secuencia semilla del miR-
877-3p celular. (B) Predicción de interacciones entre el miR-877-3p, su mRNA diana y los svRNAs nsp3.1 
y nsp3.2. En condiciones normales, la interacción del miR-877-3p con su mRNA diana mediante su 
secuencia semilla (rojo) promovería el silenciamiento postranscripcional y la reducción de los niveles de la 
proteína. En la infección del SARS-CoV, los svRNA-nsp3.1 y svRNA-nsp3.2 que tienen 14 y 15 nt 
complementarios con el miR-877-3p de ratón, respectivamente, incluyendo su secuencia semilla, podrían 
secuestrar al miRNA celular y des-reprimir a su mRNA diana, aumentando la cantidad de proteína. (C) 
Cuantificación del nivel del miRNA-877-3p en células DBT-mACE2 infectadas por SARS-CoV a mdi 1 por 
el método ∆∆Ct, usando el snRNA-U6 como control endógeno y células no infectadas como referencia 
con valor de 1. (D) Determinación del silenciamiento de la expresión de luciferasa por el miRNA-877-3p 
en presencia o ausencia de los svRNAs nsp3.1 y nsp3.2. Células DBT-mACE2 se transfectaron con 
plásmidos con el gen luciferasa y las secuencias diana de miR-877-3p en el 3’ UTR. Pasadas 6 h se 
transfectaron con RNAs miméticos e inhibidores de miR-877-3p, svRNA-nsp3.1 o svRNA-nsp3.2. La 
actividad luciferasa se cuantificó en los lisados de las células después de 18 h y se relativizó respecto al 
100% de las células transfectadas únicamente con el plásmido de luciferasa. Se representan valores 
medios y sus desviaciones estándar. 
 
Se exploró si estas posibles interacciones RNA-RNA se establecían entre los 
svRNAs-nsp3.1 y svRNA-nsp3.2 y el miR-877-3p celular. Para ello, se realizó un 
ensayo funcional de expresión de luciferasa en células DBT-mACE2, transfectando 
plásmidos que expresaban el mRNA de un gen marcador con secuencias diana para 
el miR-877-3p, junto con RNAs miméticos del miR-877-3p y de los svRNAs nsp3.1 y 
nsp3.2 solos o con sus inhibidores antisentido específicos (Fig. 22D). Se comprobó 
que los RNAs miméticos del miR-877-3p disminuyeron hasta un 60% la actividad 
luciferasa, y que el inhibidor específico del miRNA restauraba parcialmente la 
expresión de luciferasa, confirmando el efecto represor del miR-877-3p. Para estudiar 
si los svRNA-nsp3.1 y svRNA-nsp3.2 actuaban como esponjas del miR-877-3p, 
impidiendo su unión al mRNA diana y su efecto represor de la expresión luciferasa, se 
co-transfectó el miR-877-3p con cada uno de los svRNA-nsp3.1 y svRNA-nsp3.2 
miméticos. No se observó un aumento en los niveles de expresión de luciferasa 
respecto a la represión observada en presencia del miR-877-3p, como habría que 
esperar si svRNA-nsp3.1 y nsp3.2 tuvieran un efecto des-represor. Por el contrario, en 
presencia del svRNA-nsp3.1, se incrementó la represión de la luciferasa respecto a la 
observada con el miR-877-3p solo. De hecho, el svRNA-nsp3.1 por sí solo tenía cierto 
efecto represor de la expresión de luciferasa, que se revertía en presencia del 
inhibidor específico. Aunque no existe complementariedad significativa entre el 
svRNA-nsp3.1 y las secuencias diana del mRNA luciferasa, podrían existir otras 
interacciones RNA-RNA que explicaran esta inhibición. Estos resultados sugerían que 
en las condiciones experimentales utilizadas, los svRNA-nsp3.1 y svRNA-nsp3.2 no 
interferían en la función del miRNA celular miR-877-3p.  
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5.3. Localización del svRNA-N en células infectadas con el SARS-CoV 
Para obtener información sobre la función del svRNA-N en la infección de SARS-
CoV, se estudió su localización subcelular durante la infección y su posible interacción 
con proteínas celulares. Dado que el svRNA-N silenciaba la expresión de un mRNA 
marcador diana en la infección (Fig. 21C), podría tener un efecto represor sobre algún 
mRNA celular en el contexto de la interacción virus-hospedador. En la célula, el 
silenciamiento de mRNAs por miRNAs tiene lugar en el complejo RISC, que incluye la 
proteína Ago2, responsable del reconocimiento del miRNA y su mRNA diana y de la 
actividad endonucleolítica que lleva a la degradación del mRNA o la inhibición de la 
traducción (Fig. 3).  
Dado que la infección por virus RNA puede inhibir la respuesta RNAi celular (Seo y 
col., 2013), se confirmó en primer lugar que la maquinaria celular de RNAi estaba 
activa durante la infección por SARS-CoV (Fig. 21B). Asímismo, resultados previos 
habían mostrado que durante la infección del CoV TGEV, la proteína Ago2, detectada 
por inmunofluorescencia, aumentaba su expresión en células ST y se localizaba tanto 
en el núcleo como en gránulos de estrés (SG) citoplasmáticos, co-localizando 
parcialmente con la proteína TIAR marcadora de estos gránulos (Fig. 23). En estas 
estructuras, se regula la expresión de mRNAs en respuesta a situaciones de estrés 
como es la infección viral.  
                       
 
Figura 23. Detección de gránulos de estrés implicados en el silenciamiento postranscripcional de 
mRNAs en células ST infectadas con el CoV TGEV. Detección por inmunofluorescencia de las 
proteínas Ago2 y TIAR asociadas al silenciamiento postranscripcional de mRNAs y gránulos de estrés, 
respectivamente, en las células infectadas con TGEV a mdi 1 a 8 hdi. SP, superposición.  
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Para visualizar los RNAs virales en células infectadas se optimizó la técnica de 
hibridación in situ (FISH) con sondas LNA marcadas con digoxigenina y detectadas 
por fluorescencia. En células DBT-mACE2 infectadas con SARS-CoV (mdi 1 y 24 hdi) 
una sonda complementaria al svRNA-N mostró al microscopio de fluorescencia una 
señal intensa y específica de la subpoblación de células infectadas (Fig. 24). Debido a 
la organización génica anidada característica de los CoVs, la secuencia de svRNA-N 
reconocida por la sonda se encontraba en el svRNA-N, y también en otras moléculas 
de RNA virales como el gRNA y todos los sgmRNAs, dado que el gen N es el último 
del genoma. Además, la señal estaba uniformemente distribuida por todo el citoplasma 
celular, por lo que no se podían diferenciar regiones subcelulares, como los complejos 
RISC, que incluyen a Ago2 y podrían incluir al svRNA-N. Por tanto, la técnica de FISH 
para detectar svRNAs en células infectadas por CoVs no permite diferenciar los 
svRNAs del resto de RNAs virales que incluyen esa secuencia. Sin embargo, puede 
ser de utilidad para determinar la localización de miRNAs celulares y, de forma 
complementaria a la técnica Ago-CLIP, se podrían identificar mRNAs diana para los 
miRNAs alterados en la infección por SARS-CoV y para los propios svRNAs (Scheel y 
col., 2016).  
 
 
Figura 24. Estudio de la localización del svRNA-N en células DBT-mACE2 infectadas por SARS-
CoV por hibridación in situ. Células DBT-mACE2 se infectaron con SARS-CoV wt a mdi 1. A las 24 h se 
fijaron con PFA para la detección del svRNA-N con una sonda específica de la secuencia viral unida a 
digoxigenina y anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a peroxidasa para el revelado posterior con 
fluorescencia verde. Imágenes tomadas al microscopio con aumentos 20x y 100x. 
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6. RELEVANCIA FUNCIONAL DEL svRNA-N EN LA INFECCIÓN DE 
RATONES CON SARS-CoV  
6.1. Inhibición con oligonucleótidos antisentido del svRNA-N en ratones 
infectados con SARS-CoV 
El estudio funcional en cultivos celulares mostró que el svRNA-N generado en la 
infección con SARS-CoV silenciaba la expresión de un mRNA diana, por lo que podría 
estar implicado en la interacción virus-hospedador.  
Dado que la regulación postranscripcional de la expresión génica es específica de 
tejido (Ludwig y col., 2016), se estudió la relevancia del svRNA-N en la infección por 
SARS-CoV in vivo, administrando a ratones un inhibidor antisentido (antagomir) 
específico del svRNA-N. En el momento de nuestro estudio, la única referencia 
encontrada en la literatura sobre inhibición de RNAs no codificantes pequeños en 
pulmones de animales describía la inhibición del miRNA-21, implicado en fibrosis 
pulmonar, con ácidos nucleicos LNA complementarios, administrados 
intratraquealmente en dosis sucesivas (Liu y col., 2010). Dado que SARS-CoV causa 
una infección pulmonar aguda, se administró intranasalmente una dosis única de 200 
µg de inhibidor LNA complementario al svRNA-N 24 h antes de la inoculación del 
virus, para asegurar que las moléculas antisentido del anti-svRNA-N estaban 
presentes en las células del epitelio pulmonar antes de que se generase el svRNA-N 
en la infección. Para confirmar que el svRNA-N se había inhibido eficientemente en las 
condiciones experimentales utilizadas, se analizaron por RT-qPCR los niveles del 
svRNA-N en los pulmones de los ratones tratados con el inhibidor específico. La 
cantidad del svRNA-N disminuyó hasta el 10% de la cantidad presente en ratones 
inoculados con el inhibidor control negativo anti-nrRNA (Fig. 25A), tanto a día 2 como 
día 4 después de la infección, confirmando que el svRNA-N se había inhibido eficiente 
y específicamente y de forma sostenida en el curso de la infección. Para analizar el 
efecto de la inhibición del svRNA-N en la infección, se determinó la curva de peso y de 
supervivencia de los ratones a lo largo de una semana después de la infección. No se 
observó un aumento en la supervivencia de los ratones inoculados con el inhibidor de 
svRNA-N respecto al control negativo anti-nrRNA (Fig. 25B). Sin embargo, sí se 
observó que el tratamiento con anti-svRNA-N llevó a una pérdida de peso ligeramente 
menor que la administración del inhibidor control negativo (Fig. 25C), de forma 
sostenida en los 7 días después de la infección. Es posible que la supervivencia de los 
ratones pudiera aumentar si se incrementa la dosis o se mejora la pauta de 
administración del inhibidor, si bien estos experimentos tienen un coste muy elevado 
que limita su realización. Alternativamente, la acción del svRNA-N podría estar 
restringida a determinados aspectos de la interacción virus-hospedador. La 
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administración de los oligonucleótidos antisentido por inhalación a ratones no 
infectados no causó ningún efecto adverso observable dado que la inhalación es una 
técnica mínimamente invasiva. La eficacia de la inhibición con oligonucleótidos anti-
svRNA-N y la seguridad de su administración confirmó que la inhalación de ácidos 
nucleicos antisentido es un procedimiento terapéutico prometedor frente a infecciones 
pulmonares. 
 
Figura 25. Efecto de la inhibición del svRNA-N en ratones infectados con SARS-CoV. Se inocularon 
ratones BALB/c intranasalmente con 200 µg de inhibidor LNA anti-svRNA-N y se infectaron 24 h después 
con 105 ufp de SARS-CoV wt. Los ratones se sacrificaron a 2 y 4 ddi y se analizó el RNA y el título viral en 
pulmones. (A) Cuantificación de los niveles de svRNA-N por RT-qPCR en fracciones de RNAs de 
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pequeño tamaño. La cantidad de svRNA-N se calculó por el método ∆∆Ct usando el snRNA-U6 como 
control endógeno y la cantidad en presencia del control negativo (nrRNA) como referencia, con valor de 
100%. (B) Supervivencia de los ratones, expresada como porcentaje del número de ratones al inicio del 
experimento. (C) Pérdida de peso, expresado como porcentaje del peso de los ratones antes de empezar 
el experimento. (D) Títulos virales en los pulmones de los ratones normalizados por gramo de tejido 
homogeneizado. Cuantificación de los niveles de gRNA (E) y sgmRNA-N (F) del virus por RT-qPCR en la 
fracción de RNAs pulmonares > 200 nt. Los niveles se calcularon por el método ∆∆Ct usando el rRNA 18s 
como control endógeno y los ratones no infectados (mock) como referencia con valor de 1. Se 
representan valores medios y sus desviaciones estándar. *, p-valor<0,1; ***, p-valor<0,001. 
 
6.2. Efecto de la inhibición del svRNA-N en el crecimiento del virus en ratones 
infectados con SARS-CoV 
Se analizó si la inhibición del svRNA-N en la infección de ratones tenía efecto en el 
crecimiento del virus en los pulmones. No se observaron diferencias en los títulos 
virales en presencia o ausencia del inhibidor anti-svRNA-N a distintos días después de 
la infección (Fig. 25D). Estos resultados indicaban que en la infección in vivo, la 
inhibición de svRNA-N no limitaba el crecimiento del virus. Además, esta observación 
sugería que el inhibidor anti-svRNA-N, que potencialmente podría unirse a secuencias 
complementarias en el gRNA y los sgmRNAs, no tenía un efecto negativo sobre la 
producción viral. 
 Se analizaron por RT-qPCR los niveles del gRNA (+) y sgmRNA-N (+) virales (Fig. 
25E y 25F) en los pulmones de los ratones a 2 y 4 ddi, como indicadores de la 
replicación viral. Se observó una reducción moderada (2 veces) en la cantidad de 
gRNA y sgmRNA-N a 2 ddi en los ratones infectados y tratados con el inhibidor anti-
svRNA-N. Estos resultados sugerían que in vivo, el svRNA-N tenía un efecto positivo 
moderado en la replicación del virus, que no era suficiente para afectar al título viral. 
Probablemente en el organismo completo, a diferencia de los cultivos celulares en los 
que la inhibición del svRNA-N redujo el título viral, otros muchos factores intervienen 
en la interacción virus-hospedador, contribuyendo a que los efectos observados en el 
virus no sean idénticos.  
 
6.3. Efecto de la inhibición del svRNA-N en la patología causada por SARS-
CoV en ratones  
Se estudió si el svRNA-N contribuía a la patología causada por el SARS-CoV en 
ratones. Para ello, se analizó el daño pulmonar macroscópico y la histopatología en 
ratones infectados y tratados con el inhibidor LNA anti-svRNA-N. Macroscópicamente, 
las lesiones hemorrágicas observadas en los pulmones tratados con el inhibidor 
control negativo se redujeron significativamente en presencia del inhibidor anti-svRNA-
N, tanto a 2 como a 4 ddi (Fig. 26A y 26B) (Morales y col., 2017).  
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Figura 26. Efecto de la inhibición del svRNA-N en ratones infectados con SARS-CoV en la 
patología pulmonar macroscópica. El svRNA-N se inhibió en ratones BALB/c con LNA anti-svRNA-N 24 
h antes de la infección con SARS-CoV wt, como se explica en la Figura 25. (A) Imágenes representativas 
de las lesiones pulmonares macroscópicas que presentaron los ratones tratados con el inhibidor control 
negativo (anti-nrRNA) o con el inhibidor del svRNA-N (anti-svRNA-N) e infectados con el SARS-CoV a 2 y 
4 ddi. (B) Cuantificación del porcentaje del área del pulmón afectada por lesiones hemorrágicas externas. 
Se representan valores medios y sus desviaciones estándar. *, p-valor<0,1. 
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Figura 27. Efecto de la inhibición del svRNA-N en ratones infectados con SARS-CoV en la 
histopatología pulmonar. El svRNA-N se inhibió en ratones BALB/c con LNA anti-svRNA-N 24 h antes 
de la infección con SARS-CoV wt, como se explica en la Figura 25. (A) Análisis histopatológico de 
secciones de pulmones de ratones teñidas con hematoxilina-eosina a 2 y 4 ddi. *, edema pulmonar; 
flechas, infiltrados pulmonares de células inflamatorias; anti-nrRNA, inhibidor control negativo. (B) 
Cuantificación del daño histológico en unidades relativas del 1 al 3 atendiendo a presencia de inflamación 
intersticial, peribronquiolar y perivascular. Se observaron 50 campos aleatorios por cada pulmón de ratón. 
Se representan valores medios y sus desviaciones estándar. ***, p-valor<0,001. 
 
La histopatología pulmonar se estudió en secciones de tejido teñidas con 
hematoxilina-eosina. Se confirmó que los ratones no infectados, tanto tratados con el 
inhibidor control negativo como con anti-svRNA-N, no presentaban daño pulmonar 
significativo y mantuvieron los espacios alveolares libres a 2 y 4 ddi (Fig. 27A), lo que 
confirmaba la ausencia de efectos secundarios asociados a la administración de 
inhibidores LNA. Por el contrario, en los pulmones de ratones infectados y tratados 
con el control negativo se observó desde el día 2 di y en mayor medida a 4 ddi un 
aumento significativo del edema, en forma de: (i) depósitos de material y restos 
celulares dentro de los espacios alveolares; e (ii) infiltrados de células inflamatorias en 
la región intersticial, peribronqioalveolar y perivascular (Fig. 27A). En conjunto, estos 
cambios histopatológicos impiden el intercambio gaseoso en los alveolos y 
comprometen la función pulmonar, causando finalmente la muerte. El daño pulmonar 
se cuantificó de acuerdo con criterios establecidos anteriormente (Page y col., 2012), 
con valores entre 0 y 3 atendiendo al grado de la inflamación intersticial, 
peribronquioalveolar o perivascular. De acuerdo con la observación macroscópica, se 
confirmó una reducción significativa en la histopatología pulmonar de los ratones 
infectados y tratados con el inhibidor anti-svRNA-N a día 2 y especialmente a día 4 di 
(Fig. 27B). 
Se analizó si la inhibición del svRNA-N causaba un cambio en la distribución 
pulmonar del virus durante la infección, utilizando técnicas de inmunohistoquímica con 
un anticuerpo que reconoce la proteína N del SARS-CoV (Fig. 28). No se observaron 
cambios en la localización del virus en el parénquima pulmonar ni en las regiones 
peribronquiolares como consecuencia del tratamiento con el anti-svRNA-N, por lo que 
el efecto protector del inhibidor no se puede atribuir a un cambio en la distribución de 
la infección en los tejidos pulmonares. La disminución del edema y los infiltrados 
celulares característicos de la inflamación pulmonar causada por SARS-CoV en 
ratones indicaba que el inhibidor anti-svRNA-N tenía un efecto antiinflamatorio. 
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Figura 28. Efecto de la inhibición del svRNA-N en la distribución pulmonar de la infección del 
SARS-CoV en ratones. Detección por inmunohistoquímica de la proteína N del SARS-CoV en las 
secciones de pulmón de los ratones. Se muestran imágenes del parénquima pulmonar (A, B, E y F) y de 
bronquiolos (C, D, G y H) a 2 y 4 ddi en ratones tratados con el inhibidor anti-svRNA-N o con el control 
negativo (anti-nrRNA).  
 
Para caracterizar el efecto protector del inhibidor anti-svRNA-N en los pulmones de 
los ratones, se determinaron mediante RT-qPCR los niveles de mRNAs celulares 
relacionados con la respuesta inmune innata. La expresión de los mRNAs de 
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias CCL2, IL-6 y CXCL10 asociadas con la 
infección por SARS-CoV se redujo significativamente en los pulmones de los ratones 
infectados en presencia del inhibidor anti-svRNA-N, tanto a día 2 como a día 4 di, de 
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acuerdo con la menor inflamación observada (Fig. 29). Por otra parte, los mRNAs de 
genes de la respuesta antiviral estimulados por interferón como ISG15, regulador de la 
respuesta inflamatoria, y el mediador antiviral MX1, aumentaron significativamente a 2 
ddi en los pulmones de los ratones tratados con el inhibidor de svRNA-N 
análogamente a la observación realizada en ratones infectados con el virus 
Chikungunya de que la reducción en los niveles de ISG15 se asociaba con el aumento 
en las citoquinas pro-inflamatorias (Werneke y col., 2011). Las variaciones en la 
expresión de mRNAs en ratones tratados con el anti-svRNA-N fueron específicas, 
porque no todos los mRNAs relacionados con la respuesta antiviral cambiaron su 
expresión en presencia de este inhibidor. No se detectaron variaciones en los niveles 
del mRNA de IFN-γ, cuya expresión aumenta en la infección por SARS-CoV (Frieman 
y Baric, 2008), lo que sugiere que el inhibidor de svRNA-N no tuvo un efecto 
generalizado en la expresión génica en pulmón.  
 
         
Figura 29. Efecto de la inhibición de svRNA-N en ratones infectados con SARS-CoV en la 
expresión de citoquinas pro-inflamatorias. Cuantificación por RT-qPCR del mRNA de citoquinas pro-
inflamatorias y mediadores antivirales de los pulmones de los ratones. Los niveles de mRNA se calcularon 
por el método ∆∆Ct usando el  rRNA 18s como control endógeno y los ratones no infectados (mock) como 
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referencia, con valor de 1. Se representan valores medios y sus desviaciones estándar. *, p-valor<0,1; **, 
p-valor<0,01. 
 
La inhibición de los niveles de svRNA-N redujo la patología pulmonar y la expresión 
de citoquinas pro-inflamatorias (Morales y col., 2017). Sin embargo, no fue suficiente 
para aumentar la supervivencia de los ratones, lo que sugiere que el svRNA-N tiene 
una contribución parcial en la inflamación pulmonar, junto con otros factores virales 
implicados en la activación de la respuesta inflamatoria exacerbada característica del 
SARS-CoV, como se ha demostrado en trabajos previos de nuestro laboratorio 
(Jimenez-Guardeño y col., 2014; Nieto-Torres y col., 2014) y de otros grupos (Frieman 
y Baric, 2008; Kindler y col., 2016). Por tanto, la inhibición del svRNA-N como 
estrategia antiviral debería ser complementaria a otras terapias para asegurar la 
máxima eficacia y seguridad frente a la infección por SARS-CoV.   
 
7. BÚSQUEDA IN SILICO DE DIANAS POTENCIALES PARA LOS RNAs 
PEQUEÑOS DERIVADOS DE SARS-CoV 
Se ha mostrado la capacidad del svRNA-N para reprimir la expresión de un mRNA 
marcador con secuencias diana durante la infección por SARS-CoV (Fig. 21). Además, 
in vivo, el svRNA-N promueve la inflamación en los pulmones de ratones infectados 
por SARS-CoV (Fig. 26, 27 y 29). Por tanto, nos preguntamos si este svRNA-N podría 
tener como diana algún mRNA de ratón implicado en la regulación de la respuesta 
inflamatoria antiviral. Como el svRNA-N no está anotado en las bases de datos más 
comunes de miRNAs, no ha sido posible utilizar las herramientas convencionales de 
predicción de dianas para miRNAs. Por ello, se ha utilizado una herramienta de 
predicción de dianas alternativa (RNAhybrid) (Rehmsmeier y col., 2004), que permite 
buscar dianas potenciales del svRNA en una base de datos personalizada. Dado que 
no se disponía de información previa sobre posibles dianas del svRNA-N o sobre el 
modo de interacción entre el svRNA y su diana, se decidió utilizar en este estudio el 
genoma del ratón completo, utilizando como parámetros mínimos para la búsqueda de 
interacciones una energía libre de -25 kcal/mol y un número de nt implicados de 7. Sin 
embargo, con estos criterios se obtuvieron 27.352 dianas potenciales en el genoma de 
ratón, incluyendo secuencias codificantes y no codificantes. Con la información 
disponible actualmente, no es posible filtrar falsos resultados positivos hasta obtener 
un menor número de dianas con las que continuar el estudio y validar el mecanismo 
por el que el svRNA-N incrementa la inflamación de los pulmones infectados con 
SARS-CoV.     
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8. MECANISMO DE ACCIÓN POSTULADO PARA EL FUNCIONAMIENTO DE 
RNAs PEQUEÑOS NO CODIFICANTES EN LA INFECCIÓN DE PULMONES 
DE RATÓN POR SARS-CoV  
Con los resultados obtenidos, se ha propuesto un modelo para explicar la función 
de RNAs pequeños no codificantes en la infección del SARS-CoV in vivo (Fig. 30). El 
svRNA-N demostró su capacidad para reprimir la expresión de un gen marcador con 
secuencias diana durante la infección de cultivos celulares (Fig. 21). Además, la 
administración de un inhibidor específico del svRNA-N a ratones infectados, disminuyó 
significativamente la patología pulmonar, al reducir el edema y los infiltrados celulares, 
aunque no redujo significativamente la replicación del virus (Fig. 25, 26 y 27). Esta 
observación histopatológica se correspondía con la caída en los niveles de mRNAs de 
citoquinas pro-inflamatorias como CCL2, IL-6 y CXCL10 y con el aumento de 
moduladores antivirales ISG15 y MX1 (Fig. 29). El mecanismo molecular por el que el 
svRNA-N incrementa la inflamación pulmonar podría implicar la represión 
postranscripcional de mRNAs celulares que contribuyen a resolver la inflamación 
causada por el SARS-CoV (Fig. 30), aunque no pueden excluirse otros mecanismos 
que impliquen la interacción del svRNA-N con proteínas (Bidet y col., 2014).  
 
 
Figura 30. Modelo de la función de RNAs no codificantes, celulares y virales, durante la infección 
de SARS-CoV. La presencia de la proteína E del SARS-CoV afecta a la expresión de miRNAs celulares 
durante la infección cuyos mRNAs diana validados están implicados en la patología pulmonar 
inflamatoria. Además, el SARS-CoV genera svRNAs como el svRNA-N que reprime la expresión de genes 
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diana durante la infección, sugiriendo un papel como regulador postranscripcional de mRNAs celulares 
diana. La inhibición del svRNA-N en ratones infectados redujo la inflamación que el SARS-CoV promueve 
en los pulmones y los niveles de citoquinas pro-inflamatorias, sugiriendo que los mRNAs reprimidos por el 
svRNA-N estarían implicados en la regulación de la inflamación pulmonar.  
 
Los posibles mRNAs diana de los miRNAs diferencialmente expresados en la 
infección de los ratones con el virus atenuado respecto al virulento estaban 
relacionados con la inflamación severa producida por el virus en presencia de la 
proteína E. Por tanto, la proteína E estaría contribuyendo a la patología inflamatoria 
pulmonar en parte a través de cambios en los niveles de miRNAs celulares que 
regulan procesos inflamatorios (Fig. 30). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN
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En esta tesis se ha estudiado la interacción del SARS-CoV con el hospedador 
desde la perspectiva de los ncRNAs tanto celulares como virales. Los ncRNAs 
contribuyen a la regulación de diversas funciones tanto en la fisiología normal de los 
organismos como en la enfermedad (Bushati y Cohen, 2007; O'Connell y col., 2012). 
Se han descrito ncRNAs en organismos eucariotas, pero también en bacterias (Oliva y 
col., 2017) y virus (Harris y col., 2013), con funciones importantes en la regulación de 
la expresión génica. Sin embargo, el conocimiento de su relevancia en la patogénesis 
viral es todavía limitado (Trobaugh y Klimstra, 2017). Las nuevas técnicas de 
detección de RNAs, como la secuenciación masiva, han permitido identificar un 
número cada vez mayor de ncRNAs. Sin embargo, el principal reto actualmente es 
identificar su función biológica y conocer su mecanismo de acción. En particular, el 
presente trabajo se ha centrado en el estudio de dos poblaciones de ncRNAs: (i) Los 
miRNAs celulares y su contribución a la respuesta antiviral del hospedador; y (ii) Los 
ncRNAs derivados del genoma del SARS-CoV, svRNAs, y su relevancia en la biología 
del propio virus y en la patología pulmonar. El análisis de nuevos mecanismos de 
interacción del virus con el hospedador como los ncRNAs abre nuevas posibilidades 
en el desarrollo de antivirales cuyas dianas sean moléculas de RNA específicas. 
Para estudiar estos aspectos se ha utilizado un modelo de infección in vivo del 
SARS-CoV en el que ratones convencionales se infectan con un virus SARS-CoV 
adaptado a ratón (Roberts y col., 2007). Este modelo animal reproduce la patología 
pulmonar inflamatoria severa (ARDS) y la mortalidad características de la infección del 
SARS-CoV en humanos y permite estudiar la relevancia fisiológica de los ncRNAs en 
el contexto natural de infección del hospedador, en presencia del conjunto de factores 
celulares (RNAs y proteínas) y de la respuesta inmune innata (Cox y Sullivan, 2014; 
Vidigal y Ventura, 2015).  
Para determinar más específicamente qué ncRNAs estan implicados en la 
patología inflamatoria causada por el SARS-CoV se infectaron ratones con dos virus 
SARS-CoV generados en nuestro laboratorio, que solo diferían en la expresión de un 
factor de virulencia, la proteína E (DeDiego y col., 2007). El virus silvestre inducía 
inflamación pulmonar severa y aguda, que llevó a la muerte de los animales 
infectados, mientras que el virus ∆E estaba atenuado y no causó inflamación pulmonar 
ni la muerte de los ratones (Fig. 5). Por tanto, las diferencias observadas en ambas 
situaciones experimentales en el transcriptoma pulmonar, tanto RNAs no codificantes 
como mRNAs, estaban asociadas a los procesos celulares responsables de la 
patogénesis viral. 
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1. ncRNAs DEL HOSPEDADOR EXPRESADOS EN PULMONES DE RATONES 
INFECTADOS POR SARS-CoV 
Más del 90% de las secuencias de RNA de pequeño tamaño obtenidas en la 
secuenciación masiva de los pulmones de ratón eran idénticas a secuencias del 
genoma de ratón (Fig. 8), de forma similar a lo observado en otras infecciones de virus 
RNA (Parameswaran y col., 2010; Perez y col., 2010; Shi y col., 2014). Gran parte de 
estas secuencias (70-80%) tenían 22-23 nt de longitud (Fig. 7), coincidiendo con el 
tamaño medio de los miRNAs en células de mamífero (Bushati 2007). Prácticamente 
todas las secuencias (98%) se asignaron a 5.208 loci del genoma de ratón (Tabla VII), 
de los que solo una pequeña parte (593) eran miRNAs conocidos de esta especie 
(miRBase). El resto de las secuencias correspondía a otros ncRNAs de pequeño 
tamaño como snRNAs, snoRNAs, piRNAs y tRNAs, además de productos de 
degradación de RNAs largos como rRNAs, lncRNAs, tránscritos de genes que 
codifican proteínas (exones e intrones) y de secuencias intergénicas. Además de los 
miRNAs ya anotados en bases de datos, se encontraron secuencias de RNAs que 
alineaban en el genoma de ratón con la distribución bimodal característica de los 
precursores de miRNAs (Fig. 10), por lo que previsiblemente eran miRNAs (Burke y 
col., 2015; Tav y col., 2016). Su confirmación y la anotación como miRNAs requiere 
que cumplan criterios estructurales y funcionales adicionales (Hansen y col., 2011; 
Huntley y col., 2016). Probablemente, la profundidad del análisis realizado sobre la 
expresión génica en los pulmones de ratón infectados por SARS-CoV nos ha permitido 
la identificación de nuevos ncRNAs de ratón. 
Para el estudio funcional de los miRNAs es fundamental el conocimiento de dianas 
potenciales, lo que permitiría determinar su relevancia en la infección por SARS-CoV. 
Sin embargo, la mayoría de los programas de predicción de dianas necesitan que los 
miRNAs estén anotados (Peterson y col., 2014). Por tanto, de todos los ncRNAs de 
pequeño tamaño identificados en las infecciones por SARS-CoV, nuestro interés se ha 
centrado en el análisis de miRNAs anotados, que son los más estudiados y para los 
que existen más herramientas disponibles. No obstante, en el futuro se anotarán 
nuevos miRNAs para poder buscar sus mRNAs diana en las bases de datos y 
determinar su función en la infección por SARS-CoV  
 
2.  ncRNAs DEL HOSPEDADOR DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS EN LA 
INFECCIÓN POR SARS-CoV-∆E ATENUADO O SARS-CoV VIRULENTO 
El análisis de la expresión diferencial de ncRNAs pequeños del hospedador 
confirmó que los RNAs con mayores variaciones eran también los menos abundantes 
en número de lecturas (Fig. 11). Se ha estimado que para que un miRNA tenga 
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relevancia funcional debe estar presente en un número significativo de células y en un 
número de moléculas por célula superior a 100 (tenOever, 2013). Por tanto, los 
criterios para seleccionar miRNAs potencialmente relevantes en la virulencia de 
SARS-CoV debían incluir no solo variaciones significativas en su expresión, sino 
también una mínima abundancia en el pulmón de ratón. 
Con estos criterios, se observó un número elevado (190) de ncRNAs 
diferencialmente expresados en los pulmones infectados con el virus atenuado o 
virulento a 2 ddi (Fig. 11). Estas diferencias serían atribuibles al efecto específico de la 
proteína E como factor de virulencia en el pulmón. Por el contrario, el número de 
ncRNAs pequeños expresados de forma diferente entre las muestras infectadas con el 
virus atenuado o no infectadas fue relativamente pequeño (50), confirmando que la 
infección por el virus atenuado tenía menor impacto en el hospedador. En principio, 
hubiéramos esperado que entre las muestras infectadas con el virus virulento o no 
infectadas, el número de ncRNAs diferencialmente expresados fuera 
significativamente más alto que en las comparaciones anteriores, al reflejar los 
cambios profundos en la expresión génica inducidos por el virus. Sin embargo, las 
diferencias en número observadas resultaron ser más discretas (127), posiblemente 
porque las réplicas biológicas de los ratones no infectados mostraron una variabilidad 
en la expresión de ncRNAs mayor que la observada entre los animales infectados. Es 
posible que la infección viral, tanto con el virus atenuado como virulento, indujera en el 
hospedador una respuesta dominante en la expresión de ncRNAs, como parte de la 
respuesta antiviral general. Por el contrario, en los ratones no infectados la expresión 
de ncRNAs pequeños sería más variable al no existir una respuesta antiviral 
unificadora. 
Entre los ncRNAs pequeños, la infección por SARS-CoV modifica la expresión en el 
pulmón de miRNAs con respecto a los ratones no infectados (Tabla VIII), como se ha 
descrito previamente (Peng y col., 2011) y como se ha observado en otros virus RNA 
como enterovirus (Ho y col., 2016) o el virus de la gripe (Wu y col., 2013). Algunos de 
los miRNAs identificados en nuestro análisis como diferencialmente expresados en la 
infección por SARS-CoV atenuado respecto al virus virulento, como miR-223-5p, miR-
223-3p, miR-107-3p, miR-30c-1-3p y miR-877-5p confirman los resultados descritos en 
infecciones de distintos modelos murinos (Peng y col., 2011). Los enterovirus 
promueven variaciones en los niveles de algunos miRNAs implicados en la respuesta 
antiviral y la apoptosis (Ho y col., 2016), mientras que el virus de la gripe induce 
cambios en la expresión de miRNAs celulares cuyas dianas se relacionan con la vía 
de señalización de TGF-β (Wu y col., 2013).   
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En plantas y organismos inferiores como artrópodos y nematodos, el sistema RNAi 
constituye la principal defensa antiviral. En mamíferos, la existencia del sistema de IFN 
para responder a infecciones virales ha suscitado la duda del requerimiento o no de la 
función RNAi (tenOever, 2016). La infección con el virus Sendai promueve la ADP-
ribosilación del sistema RISC, inactivando la vía de RNAi (Seo y col., 2013), mientras 
que en otras infecciones virales se han demostrado cambios en el patrón de expresión 
de miRNAs celulares que modulan la respuesta antiviral (Harris y col., 2013; Trobaugh 
y Klimstra, 2017). En la infección por SARS-CoV, era factible temporalmente que los 
miRNAs contribuyeran a la regulación de la respuesta antiviral, dado que el ciclo viral 
es relativamente lento (24-48 h) y los miRNAs requieren de 4-6 h para su 
procesamiento y función (tenOever, 2013). En esta memoria se muestra que el 
sistema RNAi está activo en la infección por SARS-CoV (Fig. 21B) y que hay un 
cambio en la expresión de miRNAs en los pulmones de ratones infectados (Fig. 11-13 
y Tablas VIII y IX).  
 
2.1. Predicción de potenciales mRNAs diana de los miRNAs diferencialmente 
expresados en la infección con el virus atenuado SARS-CoV-∆E y 
virulento SARS-CoV 
En general, en la literatura y en las bases de datos existe un sesgo en la 
información asociada a un número limitado de miRNAs, los más intensamente 
estudiados. En consecuencia, la predicción de dianas de miRNAs también estará 
sesgada hacia aquellos miRNAs mejor caracterizados lo que explicaría que sólo se 
identificaron mRNAs diana validados para algunos (5 de 23) de los miRNAs 
diferencialmente expresados en la infección con el virus atenuado o virulento.  
Las dianas potenciales de los miRNAs diferencialmente expresados en la infección 
por SARS-CoV atenuado o virulento pertenecían a grupos funcionales relacionados 
con inflamación. De ellos, el más representado era la ruta de señalización de 
inflamación mediada por citoquinas y quimioquinas (Fig. 13), en consonancia con 
anteriores trabajos del laboratorio que demuestran que la proteína E de SARS-CoV es 
un factor de virulencia responsable de la respuesta inflamatoria excesiva y patogénica 
(Jimenez-Guardeño y col., 2014; Regla-Nava y col., 2015). Otras rutas de señalización 
celulares con las que se relacionaron los genes diana validados de miRNAs 
diferencialmente expresados también estaban implicadas en la regulación de la 
inflamación, como CCKR, que activa la proteína p38 MAPK (Dufresne y col., 2006). 
Precisamente, la inducción de p38 MAPK, mediada por la interacción entre el motivo 
PBM de la proteína E y el dominio PDZ de la sintenina, resultó ser crítica en la 
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virulencia de SARS-CoV, como se describió en nuestro laboratorio (Jimenez-
Guardeño y col., 2014).  
La vía de la hormona GNRH, cuya liberación está estimulada por las citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 e IL-1β (Igaz y col., 2006; Kass y col., 2015), incluye genes 
potencialmente regulados por miRNAs diferencialmente expresados. Las citoquinas IL-
6 e IL-1β están sobre-expresadas en la infección con el SARS-CoV virulento, como 
consecuencia de la activación del inflamasoma por la proteína E (Nieto-Torres y col., 
2014).  
Por otra parte, un buen número de genes diana de los miRNAs diferencialmente 
expresados en presencia o ausencia de la proteína E estaban relacionados con las 
vías de señalización celular PI3K y EGF, que incluyen una cascada de quinasas que 
activan a NF-kB (Igaz y col., 2006; Kass y col., 2015), responsable de la transcripción 
de citoquinas pro-inflamatorias. La activación de NF-kB se ha demostrado que es 
relevante en la inflamación pulmonar y la virulencia dependientes de la proteína E 
(DeDiego y col., 2014). En conjunto, las predicciones de dianas potenciales para 
miRNAs pulmonares asociados a la patología causada por SARS-CoV coinciden 
bastante bien con el conocimiento previo de los mecanismos de patogénesis de la 
proteína E. Esto sugiere que las interacciones entre miRNAs y mRNAs diana podrían 
contribuir a la inflamación inducida por la proteína E. Se ha descrito que en respuesta 
a infecciones virales los miRNAs pueden modular la expresión de citoquinas pro-
inflamatorias, como IL-6, IL-1β, CCL2, CXCL2 (Aguado y col., 2015), como sucede en 
la fase aguda de la infección del virus de la gripe. 
La regulación de la respuesta inflamatoria por miRNAs ha sido muy estudiada y, de 
hecho, su desregulación es causa de algunas enfermedades inflamatorias como lupus 
o esclerosis múltiple (O'Connell y col., 2012). Los miRNAs afectan a la respuesta 
inflamatoria a través de la regulación de la expresión de citoquinas (Asirvatham y col., 
2009), nodos de transducción de señales (Inui 2010) y receptores TLR (O’Neill 2011). 
Además, los cambios en la expresión de miRNAs en los tejidos afectados por 
procesos inflamatorios suelen deberse a la producción de miRNAs inflamatorios por 
infiltrados de células del sistema inmune (O'Connell y col., 2012; O'Neill y col., 2011; 
Peng y col., 2011). Por tanto, no podemos excluir que algunos cambios en la 
expresión de miRNAs en los pulmones de ratones infectados por SARS-CoV tengan 
su origen en las células inflamatorias infiltradas y no en las propias células infectadas.    
Ahora bien, el mecanismo preciso de esta regulación está por determinar, dada la 
complejidad de las interacciones entre miRNAs y mRNAs. En muchos casos, los 
miRNAs regulan genes clave en múltiples rutas celulares, de forma que aunque los 
cambios en los niveles de expresión de genes individuales sean discretos, su acción 
Discusión 
	126 
cooperativa produce finalmente un efecto biológico relevante (Hausser y Zavolan, 
2014; Inui y col., 2010).  
 
2.2. Estudio integrado de mRNAs y miRNAs diferencialmente expresados en 
la infección con el SARS-CoV virulento y el atenuado 
La regulación postranscripcional por miRNAs reprime la expresión de mRNAs diana 
por la actividad del complejo RISC (Bushati y Cohen, 2007). Por tanto, se esperaría 
una correlación inversa entre los niveles de miRNA y sus mRNAs diana (Vlachos y 
col., 2016). El estudio integrado de mRNAs y miRNAs diferencialmente expresados en 
pulmón en la infección con el virus SARS-CoV virulento o atenuado permitiría 
identificar mRNAs diana modulados por los miRNAs. Sin embargo, esta aproximación 
tiene limitaciones (Fabian y Sonenberg, 2012), porque algunos mRNAs diana (16%) se 
reprimen postranscripcionalmente sin degradación del mRNA (Ameres y Zamore, 
2013), dependiendo del contexto celular (Vidigal y Ventura, 2015), por lo que no se 
observarían cambios en los niveles de mRNA, sino únicamente reducción en la 
cantidad de proteína (Baek y col., 2008).  
Además, la regulación por miRNAs implica redes complejas de interacciones 
combinatoriales de forma que un mismo mRNA puede ser diana de distintos miRNAs y 
a su vez, el mismo miRNA puede actuar sobre centenares de mRNAs diana (Bueno y 
col., 2011; Coronnello y col., 2012; Wilczynska y Bushell, 2015). Se ha descrito incluso 
que la competición de muchos miRNAs para unirse a un determinado mRNA puede 
inhibir el efecto represor y llevar al aumento de la expresión del mRNA (Nyayanit y 
Gadgil, 2015). Todo ello dificulta aún más el estudio de la función de los miRNAs a 
través de los cambios de expresión de sus mRNAs diana. 
El análisis de la expresión de RNAs largos en los pulmones de ratones infectados 
con el virus atenuado o virulento confirmó que en ausencia de la proteína E, los 
mRNAs que mayoritariamente disminuyeron su expresión correspondían a citoquinas, 
quimioquinas y sus receptores, y en general aquellos relacionados con la respuesta 
inmune innata inflamatoria y la defensa frente a virus (Fig. 14B). Estos resultados 
confirmaban que la proteína E era un determinante de la inflamación en la infección 
del SARS-CoV (DeDiego y col., 2014; Jimenez-Guardeño y col., 2014; Nieto-Torres y 
col., 2014). 
Por otra parte, la ausencia de la proteína E promovió la sobre-expresión de genes 
(Fig. 14A) implicados en el transporte de iones y en particular el ión Ca2+. La proteína 
E tiene actividad canal iónico (Nieto-Torres y col., 2011) y en la infección por SARS-
CoV interviene en el transporte de iones Ca2+, reguladores de múltiples funciones 
celulares, en particular la activación del inflamasoma (Nieto-Torres y col., 2014; Nieto-
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Torres y col., 2015). Otros genes sobre-expresados en ausencia de la proteína E 
estaban relacionados con la unión a proteínas, la transducción de señales y la 
adhesión celular. Los motivos PBM, como el que está presente en el carboxilo terminal 
de la proteína E, están implicadas en la unión a dominios PDZ para formar complejos 
proteína-proteína implicados en la transducción de señales y en las uniones estrechas 
entre células (Jimenez-Guardeño y col., 2014; Teoh y col., 2010). 
En particular, algunos de los mRNAs de rutas inflamatorias (Mef2c e Irs1) 
identificados como dianas de los miR-223-3p y miR-145a-5p, respectivamente, 
estaban sobre-expresados en los pulmones infectados con el virus atenuado respecto 
al virulento, de acuerdo con la disminución de la expresión de miRNAs 223-3p y 145a-
5p (Tablas IX y X). Por tanto, el estudio comparado de los niveles de mRNAs y 
miRNAs puede proporcionar información sobre potenciales mRNAs diana, aunque 
muchas de las interacciones pueden pasar desapercibidas en la compleja red de 
regulación. 
 
2.3. Nuevas aproximaciones en la identificación de mRNAs diana de miRNAs 
Los sistemas de predicción de interacciones potenciales mRNA-miRNA mediante 
algoritmos basados en uniones favorables, con energía libre mínima o bien mediante 
el estudio comparado de los niveles de mRNAs y miRNAs, requieren la posterior 
validación experimental de estas interacciones. Además, aunque la mayoría de los 
programas de predicción solo consideran las uniones miRNA-mRNA canónicas 
(Peterson y col., 2014), también se han descrito interacciones no canónicas (Harris 
2013) para las que apenas existen algoritmos de búsqueda. Recientemente se ha 
descrito un método para aislar por inmunoprecipitación complejos que incluyen 
miRNAs unidos a su mRNA diana en asociación con la proteína del complejo RISC 
Ago2 (Scheel y col., 2016). Esta tecnología permite identificar por secuenciación 
masiva el miRNA y su mRNA de forma inequívoca y sería en el futuro la técnica de 
elección para confirmar experimentalmente las interacciones entre miRNAs y mRNAs 
dianas en la infección con el virus SARS-CoV. De esta forma se determinarían los 
miRNAs específicos potencialmente implicados en la patogénesis causada por la 
proteína E.   
 
2.4. Regulación de la expresión génica por miRNAs en la infección viral 
La infección por SARS-CoV, y en general por virus, modifica el conjunto de miRNAs 
celulares y, en consecuencia, la regulación de la expresión génica. Los miRNAs 
afectados intervienen en la regulación de la respuesta defensiva (respuesta inmune 
innata) y en particular en la inflamación (O'Connell y col., 2012). Alternativamente, la 
Discusión 
	128 
infección por SARS-CoV, podría interferir también en la acción reguladora de los 
miRNAs celulares, al actuar el propio RNA genómico viral como esponja que 
secuestrase miRNAs celulares, evitando que regulen a sus mRNAs diana celulares. 
Este efecto se ha descrito para otros virus RNA como el de la hepatitis C o pestivirus 
cuyos RNAs genómicos unen los miRNAs celulares miR-122 y miR-17, 
respectivamente, causando la desrepresión de sus dianas celulares para favorecer el 
crecimiento viral (Luna y col., 2015; Scheel y col., 2016).  
 
3. svRNAs IDENTIFICADOS EN LA INFECCIÓN POR SARS-CoV 
La secuenciación masiva de RNAs pequeños de pulmones infectados por SARS-
CoV ha permitido identificar por primera vez en CoVs la existencia de ncRNAs de 
pequeño tamaño derivados del genoma viral. En otros virus RNA, como virus de la 
gripe (Perez y col., 2010), el enterovirus EV71 (Weng y col., 2014), el virus de la 
hepatitis A (Shi y col., 2014), HCV, Poliovirus, virus Dengue, VSV o WNV 
(Parameswaran y col., 2010), también se habían detectado ncRNAs pequeños aunque 
con biogénesis y funciones muy heterogéneas. La proporción de secuencias de RNA 
pequeño procedentes del genoma del SARS-CoV fue minoritaria (<0,1%) respecto al 
total de secuencias obtenidas de los pulmones infectados, de forma similar a lo 
observado en otros virus RNA (Parameswaran y col., 2010; Perez y col., 2010; Shi y 
col., 2014), lo que no excluye su relevancia funcional en la infección.  
Entre las secuencias de RNAs pequeños de origen viral, o svRNAs, se identificaron 
tres que, en conjunto, representaban alrededor del 20% del total de svRNAs (Tabla 
XII). Dos de estos svRNAs, svRNA-nsp3.1 y nsp3.2, procedían de la región nsp3 de la 
replicasa viral, y el tercero, svRNA-N derivaban del gen N (Fig. 15).   
Los svRNAs nsp3.1 y nsp3.2 procedieron de regiones muy próximas dentro del gen 
nsp3 (a 115 nt de distancia) y compartían los 11 primeros nt de su secuencia (Tabla 
XII). Esta misma secuencia está repetida tres veces en todo el genoma viral, 
concentradas en una región de 153 nt dentro de nsp3 (Fig. 15). Esta similitud entre los 
svRNAs nsp3.1 y nsp3.2 en secuencia y origen en el genoma podría estar relacionada 
con su biogénesis (Fig. 19 y 20) o con su función.  
La producción de los tres svRNAs, nsp3.1, nsp3.2 y N, fue independiente del tipo 
celular y la especie hospedadora, así como de los distintos mutantes de SARS-CoV 
analizados (Fig. 15-17). Su abundancia fue proporcional a la cantidad de virus 
producido en la infección.  
Las secuencias genómicas de las que derivan los tres svRNAs estaban 
conservadas en virus relacionados con SARS-CoV que infectan murciélagos, pero no 
en otros CoVs como MERS-CoV. La conservación de los svRNAs en la especie de 
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virus similares a SARS-CoV (SARS-CoV-like) y en distintas especies hospedadoras 
refuerza su relevancia en la infección. 
En la infección in vivo únicamente el svRNA-nsp3.2 estuvo presente en el suero de 
los ratones, a diferencia de los svRNA-nsp3.1 y svRNA-N, a pesar de que su 
abundancia relativa en el pulmón era similar a la de svRNA-N (Fig. 16A). El svRNA-
nsp3.2 podría ser transportado específica y activamente a la sangre como los miRNAs 
codificados por EBV, que son secretados en exosomas para ser transferidos a las 
células vecinas (Pegtel y col., 2010). O bien, el svRNA-nsp3.2 podría unirse a 
proteínas del suero a través de secuencias específicas del extremo 3’, como se ha 
descrito para miRNAs circulantes (Villarroya-Beltri y col., 2013). Alternativamente, el 
svRNA-nsp3.2 podría ser más estable que los otros svRNAs en el suero.  
Aunque es bien conocido que los virus DNA producen svRNAs implicados en la 
interacción con el hospedador, la existencia de svRNAs derivados del genoma de virus 
RNA ha sido objeto de controversia durante mucho tiempo. Se ha argumentado que su 
generación afectaría negativamente a los niveles de RNA genómico viral de los que 
provienen. Sin embargo, se han construido artificialmente virus RNA citoplasmáticos 
que producen desde su genoma miRNAs funcionales sin que este procesamiento 
afecte al crecimiento de los virus (Shapiro y col., 2010; Varble y col., 2010). Además, 
la secuencia de los svRNAs sería complementaria a moléculas de RNA de polaridad 
opuesta, que actúan como intermediarios en la replicación viral, con lo que podrían 
interferir en su función (Cullen, 2011). Sin embargo, la cantidad de moléculas de 
svRNAs observadas en virus RNA es en general significativamente menor que la de 
los RNAs virales genómico y subgenómico, por lo que su efecto directo sobre el RNA 
viral sería previsiblemente poco relevante. En el caso del virus HAV, se han descrito 
svRNAs generados en cantidades limitadas a partir de genes virales (Shi y col., 2014). 
En algunos virus como el DENV-2, se ha descrito un RNA no codificante, sfRNA, que 
es de 5-10 veces más abundante que el propio RNA genómico y no tiene un impacto 
negativo en la viabilidad viral (Bidet y col., 2014). En principio, los svRNAs podrían 
unirse a secuencias virales complementarias presentes en el RNA genómico o en 
RNAs intermediarios en la replicación. Sin embargo, su efecto en la viabilidad del virus 
será muy dependiente de las abundancias relativas de los svRNAs y de sus RNAs 
diana potenciales, tanto virales como celulares. En general, cuanto más abundantes 
sean los RNAs diana, mayor será su efecto de dilución sobre la actividad de los 
ncRNAs (Weill y col., 2015). Además, los svRNAs virales solo podrían unirse a RNAs 
complementarios accesibles en la célula y no a los que se encuentren protegidos en 
determinados compartimentos subcelulares. Por otra parte, algunos virus han 
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desarrollado estrategias de inhibición de la actividad RISC para proteger sus RNAs de 
la degradación (Parameswaran y col., 2010; Seo y col., 2013). 
 
3.1. Biogénesis de los svRNAs 
Aunque existe un número limitado de ejemplos de svRNAs derivados de virus RNA, 
los mecanismos de formación descritos son muy diversos. En SARS-CoV, se ha 
determinado que la producción de los svRNAs requiere de la infección del SARS-CoV 
(Fig. 16-17) y no depende de las enzimas de procesamiento canónico de miRNAs 
celulares Drosha y Dicer (Fig. 20). Durante la infección, factores virales o celulares 
que se activan después de la infección viral serían los responsables de la biogénesis 
de los svRNAs de SARS-CoV. El virus SARS-CoV codifica en el gen de la replicasa la 
endorribonucleasa nsp15, que podría contribuir a la biogénesis de los svRNAs, dado 
que es capaz de procesar RNAs de cadena simple y doble mediante su actividad 
endoribonucleasa, aunque su función es aún desconocida (Ricagno y col., 2006). 
En otros virus RNA (Shapiro y col., 2012) se ha descrito que Drosha se transloca 
desde el núcleo al citoplasma en la infección y contribuye al procesamiento de 
svRNAs a partir del genoma de virus RNA citoplasmáticos, sin necesidad de que el 
RNA viral esté en el núcleo. Además se han descrito vías no canónicas de producción 
de svRNAs en otros virus, como el virus de la gripe, en el que la RNA polimerasa viral 
es la responsable de la producción de svRNAs (Perez y col., 2010). En flavivirus, la 
exonucleasa celular XRN1 degrada el RNA genómico desde el extremo 5’ del genoma 
hasta llegar a la región del extremo 3’ que incluye el sfRNA, cuya estructura 
secundaria es resistente a la acción de XRN1 (Roby y col., 2014).  
 
3.2. Efecto de los svRNAs sobre el crecimiento de SARS-CoV en cultivos 
celulares 
El estudio de la función de los svRNAs derivados de SARS-CoV requiere 
experimentos de pérdida de función utilizando como inhibidores oligonucleótidos 
complementarios específicos de svRNAs. Dado que se desconocen las dianas de los 
svRNAs, la inhibición se confirmó determinando los niveles de svRNAs. Se sabe que 
la inhibición mediada por interacciones RNA-RNA puede promover tanto la 
degradación del RNA complementario, como la represión de su actividad sin 
degradación. Por tanto, es posible que se haya inhibido la actividad del RNA pequeño 
sin detectar una reducción significativa en sus niveles (Davis y col., 2009; Elmen y col., 
2008). Además, dado el pequeño tamaño de los RNAs analizados, se puede producir 
una interferencia entre las secuencias de los inhibidores y los oligonucleótidos 
utilizados en la detección (Torres y col., 2011). Por tanto, la cuantificación de los 
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niveles de un RNA pequeño en experimentos de inhibición no representa 
necesariamente una medida de la inhibición de su función.  
El efecto de los svRNAs sobre el crecimiento del virus se estudió en cultivos 
celulares dado que otros efectos sobre la expresión de genes celulares podrían ser 
altamente dependientes del tejido infectado. En general, la inhibición de los svRNAs 
redujo el título viral de forma discreta, sugiriendo un efecto positivo de los mismos 
sobre el crecimiento viral. La mayor reducción se observó con el svRNA-N a las 72 hpi 
(Fig. 18). La inhibición de svRNAs no afectó los niveles de las proteínas virales nsp3 o 
N codificadas por los genes de los que derivaron los svRNAs, por lo que el efecto 
positivo sobre la producción viral podría estar mediado por la interferencia con 
procesos celulares antivirales, más que por la acción directa sobre la síntesis de RNA 
viral. 
El efecto moderado de los svRNAs sobre la producción viral también se había 
observado en el virus de la gripe (Perez y col., 2010). Como la inhibición tuvo un 
efecto antiviral, los svRNAs no estarían participando en la defensa celular frente a la 
infección mediada por mecanismos de interferencia con RNA (RNAi), como sucede en 
plantas, artrópodos y nematodos, de acuerdo con la idea de que la respuesta antiviral 
en mamíferos depende fundamentalmente de proteínas como el IFN y otros 
mediadores de la respuesta inmune innata, y no de RNAs interferentes (tenOever, 
2013).  
 
3.3. Efecto de los svRNAs de SARS-CoV en el silenciamiento de mRNAs diana 
en cultivos celulares 
Por su tamaño, los svRNAs recordaban a los miRNAs celulares. Se estudió si de 
forma similar a los miRNAs, los svRNAs de SARS-CoV tenían la capacidad de 
silenciar la traducción de mRNAs diana, como se ha descrito en miRNAs virales 
derivados del virus HAV (Shi y col., 2014). En ensayos de silenciamiento de un gen 
marcador en ausencia de infección, los RNAs que mimetizaban a los tres svRNAs 
(nsp3.1, nsp3.2 y N) silenciaron la expresión de mRNAs dianas. La eficiencia de 
silenciamiento, así como la desrepresión por inhibidores específicos de los svRNAs 
dependía de la propia secuencia y, por tanto, de la estabilidad de las uniones RNA-
RNA, así como del contexto molecular y de la abundancia de RNAs dianas 
potenciales, como se ha descrito para los miRNAs celulares (Ameres y Zamore, 2013; 
Bartel, 2009).  
Sin embargo, solo el svRNA-N mantuvo la capacidad de silenciamiento en el 
contexto de la infección por SARS-CoV. Probablemente, durante la infección los 
svRNAs nsp3.1 y nsp3.2 podrían no tener acceso al mRNA diana, por encontrarse en 
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otra localización subcelular o alternativamente, por estar interaccionando con otras 
moléculas. En este sentido, se ha identificado un miRNA celular, miR-877-3p, que 
podría unirse establemente a los svRNA-nsp3.1 y svRNA-nsp3.2 al tener 14-15 nt 
complementarios a ambos svRNAs, secuestrándolos e impidiendo que silencien sus 
mRNAs dianas. Los niveles de miR-877-3p aumentaron durante la infección del 
SARS-CoV en células DBT-mACE2 (Fig. 22C), así como en la infección por MERS-
CoV (comunicación personal de Paul McCray Universidad de Iowa, USA, 2017). La 
función de este miRNA se ha relacionado con la regulación de la fibrosis pulmonar 
(Wang y col., 2016), así como con procesos inflamatorios (Liang y col., 2016), aunque 
su relevancia en la infección por SARS-CoV está por determinar.  
La capacidad del svRNA-N de silenciar la traducción de mRNAs diana, incluso en el 
contexto de la infección, en el que los niveles de svRNA-N generados a partir del 
genoma viral podrían ser inferiores a los del RNA mimético tranfectado, sugiere que 
este svRNA podría tener in vivo la función de reprimir la expresión de mRNAs 
celulares. Esta función requeriría que la ruta celular de RNAi no estuviera inhibida por 
la infección del SARS-CoV. En las células infectadas se confirmó que la actividad de 
silenciamiento de un mRNA diana por un miRNA celular era tan eficiente como en 
células no infectadas, a diferencia de lo descrito en otros virus, que interfieren con la 
ruta RNAi celular (Seo y col., 2013).  
 
3.4. Función del svRNA-N en la infección de ratones 
Para estudiar la relevancia de los svRNAs derivados de SARS-CoV en la infección, 
es necesario trabajar en un modelo de infección in vivo que reproduzca la interacción 
virus-hospedador. Por ello, se inhibió el svRNA-N en ratones infectados y se estudió 
su efecto en patogénesis, utilizando un modelo animal que reproduce fielmente lo 
observado en humanos.  
La inhibición de este svRNA in vivo implicaba conseguir que los oligonucleótidos 
antisentido administrados accedieran a las células pulmonares infectadas en las que 
se estaba produciendo el svRNA. Aunque los antecedentes conocidos de la 
administración de inhibidores de RNA utilizaban la vía intraperitoneal (Elmen y col., 
2008) o intratraqueal (Liu y col., 2010), se decidió administrar el inhibidor 
intranasalmente, de forma similar a como se inocula el virus SARS-CoV. Esta vía era 
mínimamente invasiva y dirigía el inhibidor específicamente al tejido pulmonar 
susceptible a la infección. Se comprobó que el inhibidor redujo eficientemente los 
niveles del svRNA-N de forma sostenida a lo largo de la infección, lo que validó el 
procedimiento de administración. Además, no se observaron efectos secundarios 
asociados a la administración del inhibidor (Fig. 25-26).  
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La inhibición del svRNA-N en los pulmones de los ratones redujo moderadamente 
los niveles de gRNA (+) a 2 ddi sin afectar a los títulos virales (Fig. 25), sugiriendo que 
el efecto del svRNA-N en la replicación viral en pulmón no era significativo.  
Sin embargo, fue interesante observar que el inhibidor anti-svRNA-N disminuyó la 
patología de la infección pulmonar por SARS-CoV. Macroscópicamente, los pulmones 
de los ratones tratados con el inhibidor anti-svRNA-N presentaron menos daño 
hemorrágico. El análisis histopatológico confirmó que la inhibición del svRNA-N medió 
la reducción de los infiltrados de células inflamatorias y la acumulación de material 
proteináceo en los alveolos pulmonares durante la progresión del edema. Además, 
moduló la reducción de los niveles de citoquinas pro-inflamatorias CCL2, IL-6 y CXCL-
10, sobre-expresadas en la infección por SARS-CoV. Por el contrario, otras moléculas 
mediadoras de la respuesta a infecciones virales, como ISG15 y MX1 aumentaron al 
inhibir el svRNA-N. En infecciones con el virus Chikungunya de ratones en los que se 
había eliminado el factor ISG15 se promovió la expresión de citoquinas pro-
inflamatorias (Werneke y col., 2011), sugiriendo que ISG15 tiene una función 
inmunomoduladora más que un efecto antiviral directo. En conjunto, nuestros 
resultados confirmaron que la patología pulmonar causada por SARS-CoV se debió a 
la desregulación de la respuesta inflamatoria y a la excesiva producción de citoquinas 
pro-inflamatorias con independencia de los títulos virales, siempre que se haya 
alcanzado un umbral mínimo de replicación viral que estimula excesivamente la 
respuesta inmune innata (Channappanavar y col., 2016; Jimenez-Guardeño y col., 
2014; Nicholls y col., 2003; Nieto-Torres y col., 2014).  
Los resultados mostraron que el svRNA-N era uno de los factores virales que 
contribuyeron a la patogénesis inflamatoria del pulmón causada por la infección del 
SARS-CoV. Sin embargo, el tratamiento con el inhibidor del svRNA-N no fue suficiente  
para aumentar la supervivencia de los ratones (Fig. 25), posiblemente por la 
contribución dominante de otros factores de virulencia virales. Por eso, la 
administración de inhibidores del svRNA-N como antivirales debería utilizarse en 
combinación con otras terapias para conseguir protección completa. La alta 
especificidad de estos inhibidores, que solo reconocen moléculas con la secuencia 
complementaria como el svRNA-N, es una ventaja para evitar efectos inespecíficos no 
deseados sobre el hospedador. De hecho, inhibidores del miRNA-122, esencial para el 
crecimiento del virus HCV, se han ensayado como antivirales en humanos y se ha 
demostrado que su administración reduce eficazmente y de forma segura los niveles 
de RNA virales (Janssen y col., 2013). 
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3.5. Predicción de dianas de los svRNAs 
El mecanismo de acción del svRNA-N por el que incrementa la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias o inhibe la de mediadores antivirales es aún desconocido 
(Fig. 28). El svRNA-N podría funcionar de forma análoga a un miRNA celular, 
reprimiendo la expresión de factores inhibidores de la inflamación mediante 
interacciones RNA-RNA. Esta capacidad de silenciar mRNAs diana se ha demostrado 
para svRNA-N en cultivos celulares y se ha descrito en otros ncRNAs virales (Shi y 
col., 2014; Tycowski y col., 2015). Alternativamente, el svRNA-N podría ejercer su 
función uniéndose a proteínas, como se ha descrito en ncRNAs derivados de flavivirus 
(Bidet y col., 2014; Manokaran y col., 2015; Roby y col., 2014) o del virus de la gripe 
(Perez y col., 2012). 
El algoritmo de búsqueda de RNAs diana (RNAhybrid) predijo una secuencia 
complementaria al svRNA-N en el mRNA de ISG15, cuya expresión aumentó al inhibir 
el svRNA-N en los ratones. Esta proteína podría regular negativamente las citoquinas 
pro-inflamatorias, como se ha descrito (Werneke y col., 2011). Las citoquinas pro-
inflamatorias no incluyen aparentemente secuencias diana del svRNA-N, pero su 
expresión podría verse alterada indirectamente por reguladores de la expresión de 
citoquinas que forman parte de una red reguladora más compleja y sean dianas del 
svRNA-N 
Conocer el mecanismo de acción preciso de los svRNAs en la infección implicaría 
identificar sus mRNAs diana. Actualmente la búsqueda de mRNAs diana es también el 
principal desafío en el campo de estudio de los miRNAs (Riffo-Campos y col., 2016). 
Los programas habituales de predicción de dianas pueden aplicarse a miRNAs 
celulares que estén anotados (Riffo-Campos y col., 2016) y, por tanto, no son útiles 
para nuevos svRNAs. Además, estos algoritmos utilizan los criterios conocidos en el 
silenciamiento de miRNAs de células de mamífero, que no tienen por qué ser los 
mismos que los de svRNAs. Estos criterios corresponden a la interacción canónica de 
los miRNAs con el 3’ UTR de sus mRNAs diana a través de la secuencia semilla del 
miRNA (nt 2-8). Sin embargo, existen evidencias recientes de que otras interacciones 
miRNA-mRNA no canónicas son posibles (Bartel, 2009).  
La búsqueda de dianas con el programa RNAhybrid, que utiliza como único criterio 
la estabilidad de la interacción RNA-RNA medida como la variación de energía libre, 
llevó a la predicción de un número de dianas potenciales excesivamente elevado (más 
de 27.000), lo que complica los estudios de validación posteriores. Lamentablemente, 
en este momento se desconocen los criterios que habría que aplicar para reducir el 
número de mRNAs diana candidatos.  
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Estrictamente, la búsqueda de dianas de svRNAs debería realizarse dentro de una 
subpoblación de mRNAs que corresponda a aquellas proteínas que están menos 
expresadas en la infección. Sin embargo, el conocimiento del proteoma celular en 
presencia o ausencia de infección es un objetivo complejo.  
Es posible que la estrategia más directa para identificar mRNAs diana sea la 
técnica de inmunoprecipitación de complejos de silenciamiento que contienen la 
proteína Ago2 junto con pequeños ncRNAs unidos establemente a sus mRNAs diana, 
de forma que su secuencia se determine por secuenciación masiva (Scheel y col., 
2016). 
La mejora de los programas de predicción de dianas de miRNAs y nuevos 
conocimientos de RNAs no codificantes de distintos sistemas virales contribuirán en el 
futuro al conocimiento de las funciones de los ncRNAs virales en la interacción virus-
hospedador.  
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1. Se ha determinado que la infección de ratones con el virus virulento SARS-CoV 
o con el virus atenuado SARS-CoV-∆E sin la proteína E induce en el pulmón la 
expresión diferencial de miRNAs celulares cuyas dianas potenciales están 
relacionadas con la regulación de la inflamación mediante citoquinas. 
 
2. Se han identificado por primera vez en la infección por coronavirus RNAs 
pequeños (18-22nt) derivados del genoma de SARS-CoV (svRNAs) tanto en 
pulmones de ratones como en líneas celulares de origen murino o humano. Su 
generación es independiente de la especie o el tipo celular infectados y su 
abundancia depende de los niveles de producción viral.  
 
3. Se han caracterizado tres svRNAs derivados de la secuencia nsp3 de la 
replicasa viral (svRNA-nsp3.1 y svRNA-nsp3.2) y del gen de la nucleoproteína 
(svRNA-N), que se expresan abundantemente en la infección por SARS-CoV y 
representan el 18% de todas las secuencias virales pequeñas identificadas en 
los pulmones de ratón.  
 
4. Se ha determinado que la biogénesis de los svRNAs en la infección es 
independiente de las enzimas con actividad RNasa III de la ruta canónica 
celular de producción de miRNAs (Drosha y Dicer).   
 
5. Se ha determinado en ensayos de inhibición que los svRNAs nsp3.1, nsp3.2 y 
N regulan de forma positiva, aunque moderada, el crecimiento de SARS-CoV 
en cultivos celulares, siendo el svRNA-N el que tiene un efecto más 
significativo. La inhibición de los svRNAs nsp3.1, nsp3.2 y N no afecta la 
expresión de las proteínas viales nsp3 y N.  
 
6. Se ha demostrado que, en ausencia de infección, secuencias miméticas de los 
svRNAs nsp3.1, nsp3.2 y N silencian significativamente la expresión de 
mRNAs diana que incluyen secuencias complementarias en el extremo 3’ UTR. 
Sin embargo, durante la infección por SARS-CoV sólo el svRNA-N conserva la 
capacidad de silenciamiento, sugiriendo un acceso limitado de svRNAs nsp3.1 
y nsp3.2 a sus mRNAs dianas. 
 
7. Se ha demostrado que la inhibición del svRNA-N en la infección in vivo con 
oligonucleótidos antisentido (antagomirs) administrados intranasalmente a los 
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ratones antes de la infección reduce más del 95% los niveles pulmonares del 
svRNA-N sin producir efectos secundarios visibles.  
 
8. Se ha demostrado que la inhibición específica del svRNA-N reduce 
significativamente la patología pulmonar causada por SARS-CoV, 
disminuyendo las lesiones hemorrágicas, el edema y los infiltrados de células 
inflamatorias, sin afectar al crecimiento viral. La inhibición reduce además la 
expresión de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6, CCL2 y CXCL10, asociadas 
a la patología respiratoria de SARS-CoV, mientras que aumenta la expresión 
de los moduladores antivirales ISG15 and MX1.  
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